









Ergibt das Chinhydronverfahren falsche Werte 
fiir das p, in Fruchtsiiften. Ensilage usw. ? 
Von 
Holger Jorgensen. 

(Aus dem Laboratorium der A. G. Dansk Gaerings-Industri, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 8. Juli 1939.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer im vorigen Jahre ver6ffentlichten Arbeit (1) hat der 
finnische Chemiker Yrjé Kauko nebst Mitarbeitern die Auffassung ver- 
treten, daB man bei py-Messungen in Fruchtsaften und anderen Pflanzen- 
siften viel zu hohe py-Werte findet, wenn man das Chinhydronver- 
fahren verwendet. Kauko unterstiitzt diesen Angriff auf die Verwend- 
barkeit des Chinhydronverfahrens durch Zitate anderer Verfasser, die 
auf verschiedenen anderen Gebieten auch zu dem Ergebnis gekommen 
sein sollen, daB8 die Chinhydronelektrode tiberhaupt fiir manche Zwecke 
weniger gut zu verwenden ist. 

Beziiglich dieser Zitate aus Arbeiten anderer Forscher soll hier daraut 
aufmerksam gemacht werden, dal Kauko jedenfalls eine der Arbeiten, 
um die es sich hier handelt, miBverstanden hat, namlich Parks und Barnes 
Abhandlung (2) beziiglich pu-Messungen in Molkereierzeugnissen. AKauko 
erklart, daB Parks und Barnes zu dem Resultat gekommen seien, daB die 
Chinhydronelektrode bei der Untersuchung von Molkereiprodukten be 
deutend héhere pxu-Werte gibt als die Glaselektrode; der Verfasser kann 
aber die Abhandlung von Parks und Barnes nicht anders verstehen als 
dahin, daB sie meinen, daB die Wasserstoffelektrode, die Chinhydronelek 
trode und die Glaselektrode bei py-Messungen in Molkereiprodukten absolut 
gleich gute Werte ergeben. 

Viel wichtiger als diese Eroérterung der Arbeiten anderer Forscher 
sind jedoch die experimentellen Ergebnisse beziiglich der Frucht- und 
Pflanzensafte, die Kauko in seiner Abhandlung ver6ffentlicht und von 
denen Tabelle | nachstehend wiedergegeben ist. 


Tabelle I. 


{Nach Kauko und Knappsberg (1). | 





Versuch mit Glaselektsode Py aus der Literatur 
gemessen 


1. Citronensaft ........... 2,05—1,71 2,1—2,5 
Traubensaft 2,15 3,0—3,3 
rr 2,07 —1,98 3,5—5,8 
4. Birnensaft Seas vue 2,11 
Man sieht, dal Kawko bei Messungen mit der Glaselektrode p,,-Werte 
findet, die ganze Einheiten unter den py-Werten liegen, die in der 
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Literatur angegeben und zum gréBten Teil zweifellos mit der Chi: 
hydronelektrode vorgenommen worden sind; die wichtigste Behauptun: 
in Kaukos Abhandlung ist die, daB man beim Messen solcher Sdfte nac} 
dem Chinhydronverfahren Werte findet, die 0,7 bis 1 py-Einheit héh. 


jiegen als die Werte, die man beim Messen mit einer Glaselektrode find:: 

Diese Ergebnisse von Kauko wiirden, falls sie richtig waren, be 
deuten, da8 viele friiher verdffentlichten agrikulturchemische A: 
beiten (und ganz besonders viele Arbeiten iiber Ensilierung) wertlos 
sein wiirden, denn das Chinhydronverfahren hat ja beim Messen von 
Pflanzensaften gréBte Verbreitung gefunden. Um dies zu klaren, hat 
der Verfasser eine Reihe von py-Messungen in Frucht- und Pflanzen. 
siften, teils mit Glaselektrode und teils mit Chinhydron. 
elektrode ausgefiihrt. Die Technik dieser Versuche 
und Ergebnisse sollen nachfolgend kurz erwiahnt 
werden. 

Die Glaselektrode, die bei diesen Versuchen ver 
wendet wurde, ist die sogenannte Beckman-Elektrode 
(Abb. 1), eine kleine besonders widerstandsfahige 
Elektrode. 


Der obere Teil S der Elektrode besteht aus Thiiringe: 
Glas, die aktive Membran M selbst aber, die recht dick 
ist, aus Corning-Glas [das von Mc Innes und Dole an- 
gegebene Glas, siehe (3), S. 142]. Der innere Widerstand 
der verwendeten Elektrode war etwa 500 Megohm. Als 
Innenfliissigkeit der Elektrode diente Salzséure und Chin 
hydron und diese Innenfliissigkeit verbleibt die gleiche 
bei allen Messungen, wahrend die AuBenfliissigkeit die zu 
messende Lésung ist. Die Glaselektrode stellt nur das eine 
Halbelement dar, das gemessen werden soll; als anderes 

Abb. 1. Halbelement (Bezugselektrode) wurde eine gesattigte 

KCl-Kalomelelektrode benutzt. Beim Messen wird zuerst 
die, Glaselektrode in eine Fliissigkeit mit bekanntem pq getaucht und 
dann die Spannung des Elements, z. B. F,, gemessen; darauf taucht man 
die Glaselektrode in die Fliissigkeit, deren py bestimmt werden soll, und 
miBt eine Spannung, die wir HZ, nennen kénnen. Das unbekannte py 
geht dann aus Nernsts Formel hervor: 




















E, —2£, 
PHynbekannt ~ P4bekannt * 0,000 1983 7 ; 


Eine Voraussetzung dafiir, daB man das py auf diese Weise berechnen 
kann, ist natiirlich die, daB die Glaselektrode der Nernstschen Formel in 
dem px-Gebiet, um welches es sich handelt, folgt; dies kann man abe 
leicht durch Messen einer Anzahl Pufferlésungen von bekanntem py mit 
einer Glaselektrode untersuchen und feststellen, welches pq man findet. 
Die von uns benutzte Elektrode folgte jedenfalls vom pu = 1,93 bis 6,81 
Nernsts Formel, wie aus der Tabelle II hervorgeht. Bei Berechnung de! 
pu-Werte, die in der letzten Spalte der Tabelle angefiihrt sind, wurde wil! 
kiirlich von der Messung in Veibel-Lésung ausgegangen und diese Messung 
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Tabelle 1]. Untersuchung der verwendeten Glaselektrode. 
33°C. 





Px mit der 

verwendeten 

Glaselektrode 
gefunden 


Py der Lésung 
Gemessene Pufferlésung nach der 
Literatur 


Citrat (3 Vol) + Salzséure (7 Vol) (nach Sorensen) 1,93 1,92 
Veibel-Lésung 0,01n HCl + 0,09n KCl 2,04 2,04 
Citrat (4 Vol) + Salzsaure (6 Vol) nach Sorensen) 297 2,95 
Michaelis’ Acetatlésung 4,62 4,62 
Phosphatpuffer (5,,sek“ + 5,,prim‘) (nach Sorensen) 6,81 6,81 


stellt also £, in vorstehender Formel dar, wahrend die Messungen in den 
iibrigen vier Lésungen F, in vorstehender Forme] darstellen. 

Auf Grund des groBen inneren Widerstandes der Glaselektrode ist es 
notwendig, die Messungen mit Apparaten auszufiihren, die entweder 
statisch sind oder jedenfalls eine verschwindend geringe Menge Strom 
verbrauchen. Verfasser hat das vortreffliche dainische 2-Réhrenpotentio- 
meter ,,Radiometer PH 1‘* verwendet, in welechem die Stromstarke etwa 
10% Amp. betragt. Ebenfalls infolge des hohen Widerstandes ist es not- 
wendig, die Glaselektrode in einem Faraday-Kafig anzubringen. Hierbei 
wurde ein sehr geraumiger Faraday-Kafig verwendet, der gleichzeitig als 
Luftthermostat diente. 

Mit Bezug auf die Chinhydronmessungen sind diese mit dicken Gold- 
elektroden [(3) S. 134] ausgefiihrt worden, natiirlich unter Verwendung so 
groBer Chinhydronmengen, daB die Lésung mit Chinhydron gesattigt war. 
Im iibrigen ist zu der Technik hier nichts zu bemerken. 

Es ist auch nicht nétig, bei der Vorbereitung der verschiedenen Frucht- 
und Pflanzensafte langer zu verweilen. Die Friichte und Pflanzen sind in 
frischem Zustand eingekauft und erst in einer gew6hnlichen Fruchtpresse 
ausgepreBt worden, worauf die Safte zentrifugiert und filtriert wurden. Die 
PreiBelbeeren haben wir jedoch in getrocknetem Zustand eingekauft und 
24 Stunden in Wasser eingeweicht, bevor die Pressung stattfand. 

Aus nachstehender Tabelle Illa gehen die Messungsergebnisse her- 
vor. Man sieht, daB — entgegen Kaukos Ergebnissen die Messungen 
mit der Chinhydronelektrode gut mit den Messungen mit der Glas- 
elektrode iibereinstimmen: die gr6Bte Abweichung besteht bei Spinatsaft 
und Zitronensaft, aber auch bei diesen Fliissigkeiten betragen die Ab- 
weichungen nur noch etwa 0,1 py-Einheiten. Die Angabe von Kauko 
und Mitarbeitern, daB die Abweichungen auf 0,7 bis 1,0 py-Einheiten 
steigen kénnen, kann nicht in Einklang mit den Ergebnissen in Ta- 
belle I[Ia gebracht werden, die ja in Gegenteil zeigen, da das Chin- 
hydronverfahren sich gut fiir py4-Messungen. in den hier erwahnten 
Fliissigkeiten eignet. 

Die iiberwiegende Anzahl der in Tabelle Illa angegebenen py-Werte 


ist von Spannungen aus berechnet worden, die konstant waren, wobei unter 
konstant’’ zu verstehen ist, da sich die Spannung mehrere Minuten 
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Tabelle Ill. pu-Bestimmungen in Frucht- und Pflanzensaft: 
(20° C.) 





Tabelle Ila Tabelle I1Ib 


PR mit Chinhydror 
Pu mit Chinhydronelektrode elektrode 
. (normale Mengen Chinhydron) (abnorm kleine Meng 
PH mit Chinhydron) 
71as- ——-- — 

elektrode 300 mg 150 mg 100 mg 50 mg 25 mg 
Chin- Chin- Chin- Chin- Chin- 

hydron hydron hydron hydron hydron 
pro 25cem pro 25cem pro 25cem pro 25cem pro 25ce) 


Citronensaft y 2,36 2,36 2,37 2,44 2,86 
Saft aus Ensilage 

(AIV.-Futter aus 

Gras und Klee) . 3,48 3,44 3,46 3.71 
Saft aus Ensilage 

(Luzerne) 4,35 4,32 * 4,34 * 4,45 * 
Birnensaft 4,09 4,07 4,06 4,06 
Traubensaft 3,42 3,39 3,39 3,39 
Apfelsaft 3,64 3,60 3,60 3,58 
PreiBelbeersaft ... 2,74 rte a 2,70 Re i 


Spinatsaft 6,18 6,28 6,29 6,44 * 
hindurch auf dem gleichen '/,, Millivolt halt'. Bei zwei ganz vereinzelte 
Messungen (die entsprechenden beiden pxu-Werte sind in Tabelle Illa mit 
gekennzeichnet) war die Spannung jedoch nicht ganz konstant; zu den 
Zeitpunkt, wo die Messungen ausgefiihrt wurden”, die der Berechnung des 
angegebenen pxu-Wertes zugrunde gelegt sind, betrug der Spannungsabfal! 
jedoch weniger als '/,, Millivolt pro Minute. Dies wiirde man ja eine kon 
stante Spannung nennen, wenn man etwas grobere Apparate verwendet 
hatte. Der mittlere Fehler einer einzelnen py-Bestimmung ist weniger als | in 
der zweiten Dezimale, man kann also sagen, da die Unsicherheit bei de: 
pu-Werten, die hier in Tabelle IIIa wiedergegeben sind, héchstens einigs 
wenige Einheiten in der zweiten Dezimale betragen. 

Uber die Ursache, daB Kauko und seine Mitarbeiter so grobe Ab 
weichungen zwischen den Chinhydronelektrode- und Glaselektrode 
Messungen gefunden haben, wagt Verfasser sich nicht bestimmt zu 
auBern. Es soll jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, da®B man 
bei der Verwendung abnorm kleiner Mengen Chinhydron in reduzierenden 
Fliissigkeiten, wie es diese Pflanzen- und Fruchtsafte sind, bei der Ver 
wendung der Chinhydronelektrode zu hohe Werte finden kann — sielv 
Tabelle II1[b3. Von gréBerer praktischer Bedeutung ist dies Verhaltnis 
jedoch kaum, da Chinhydronmessungen sicherlich tiberall unter Ver 
wendung so groBer Mengen Chinhydron ausgefiihrt werden, daB dir 
Lésung gesattigt ist, d. h. daB 100 mg Chinhydron oder mehr auf 25 con 
Fliissigkeit verwendet werden. 

' Diese Konstanz wurde nach 3 bis 11 Minuten erreicht. 2 10 bi- 
13 Minuten nach Beginn der Messung. — * Der * bei einzelnen Werte! 
der Tabelle IIIb bedeutet dasselbe wie in Tabelle Illa. 
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Verfasser kann beim Lesen der Abhandlung von Aauko nicht ganz 
von der Méglichkeit absehen, ob nicht AKauko’s Glaselektrodemessungen 
auf die eine oder die andere Weise mit Fehlern behaftet sein kénnten, 
denn die py-Werte, die Kauko in den verschiedenen Fruchtsaften beim 


Messen mit der Glaselektrode findet, sind ja auBerordentlich niedrig. 
Aus Tabelle I ersieht man z. B., daB Kauko fiir Traubensaft das p, 


mit 2,15, mit der Glaselektrode gemessen, angibt, wahrend Verfasser 
mit der Glaselektrode (s. Tabelle I[la) etwa 3.4 gefunden hat und die 
Angaben der Literatur ebenfalls iiber 3 liegen. Bei Citronensaft findet 
Kauko so niedrige Werte wie 1,7. Verfasser hat mit der Glaselektrode 
etwa 2.3 gefunden und die Werte der Literatur liegen zwischen 2,1 
und 2,5. Kaukos Wert fiir das py von Birnensaft ist ebenfalls auBer- 
ordentlich niedrig. Andererseits muB man natiirlich zugeben, daB das 
pu in Fruchtsaéften sehr stark wechseln kann, es ist nur merkwiirdig, 
daB alle die Fruchtsafte, die Kauko gemessen hat, mit Bezug auf das py 
so niedrig ausgefallen sind. 


Kauko und Mitarbeiter meinen, daB ihre Auffassung der Unver- 
wendbarkeit des Chinhydronverfahrens bei der Messung von Frucht- 
und Pflanzensaften gut mit der Tatsache iibereinstimmt, dab diese 
Safte einen Wasserstoffdruck haben, der héher als der Wasserstoffdruck 
der Chinhydronlésungen ist, und geben die Ergebnisse einiger Messungen 
des Redoxpotentials dieser Fliissigkeiten wieder. Eine Berechnung der 
Ergebnisse von Kauko zeigt, da} der Wasserstoffdruck in diesen Fliissig- 
keiten 10-!** bis 10-?°7 Atm. (ry: 17,4 bis 20,7) betragen mub, wahrend 
der Wasserstoffdruck der Chinhydronelektrode wie bekannt etwa 
10-24 Atm. (ry — 24) betragt. [Bei 18° 24.4 Atm., bei 26° 24,2 Atm. 
siehe auch (3) S.65 bis 66.] 


Darin, daB viele Frucht- und Pflanzensafte einen Wasserstoffdruck 
haben, der héher als der Wasserstoffdruck des Chinhydrons ist (oder 
wenn man will: daB sie ein niedrigeres ry als Chinhydron haben), geht 
Verfasser ganz mit Kauko einig und kann in dieser Beziehung auf die 
Tabelle ILI in einer voraufgehenden Abhandlung (4) verweisen. Es ist 
ja auch allgemein bekannt, daB viele Fruchtsafte stark reduzierende 
Stoffe, wie z. B. Ascorbinsaéure, enthalten. Diese Tatsache aber, dal 
Frucht- und Pflanzensafte ein niedrigeres ry haben als Chinhydron, 
braucht, wie ja auch die Zahlen in Tabelle Illa dieser Abhandlung 
zeigen, absolut nicht zur Folge zu haben, da} das Chinhydronverfahren 
nicht verwendet werden kann, ja, man kann sogar wohl sagen, dab die 
Chinhydronelektrode niemals eine weite Verbreitung gefunden haben 
wiirde, falls man mit dieser das py nur in Fliissigkeiten richtig messen 
kénnte, deren ry, in der Nahe von 24 liegt. Indessen liegt die Sache so 
[worauf Biilmann vor einigen Jahren aufmerksam machte (5) S. 246}, 


19* 
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© Hydrochinon : : 
zWar von seinem normalen Wert ] 


daB das Verhaltnis 
Chinon 

verschoben wird, wenn man oxydierende oder reduzierende Fliissiy 
keiten mit der Chinhydronelektrode miBt, eine ganz einfache Berechnung 
zeigt aber, daB dieses Verhaltnis ziemlich stark verschoben werden 
kann, z. B. 10 bis 20 °,, ohne daB die py-Messung aus diesem Grund 
falsch wird [vgl. auch (3) S. 68]. Der oft hohe Wasserstoffdruck in 
Frucht- und Pflanzensaften gibt somit keine Erklarung der von Kauko 
gefundenen, sehr bedeutenden Abweichungen zwischen den Ergeb 
nissen der Messungen mit Chinhydronelektrode und Glaselektrode. 


Zusammenfassung. 


Eine von Kauvko aufgestellte Behauptung, daB die Chinhydron 
elektrode bei der Messung von Frucht- und Pflanzensaften py-Werte 
ergibt, die 0,7 bis 1 py-Einheiten iiber den Werten liegen, die man mit 
der Glaselektrode findet, wird vom Verfasser widerlegt; Verfasser ist 


im Gegenteil der Anschauung, daB das Chinhydronverfahren sich recht 
gut fiir py-Messungen in solchen Saften eignet. Die gr6Bten Abweichun- 


gen, die bei den Messungen des Verfassers zwischen den mit der Chin- 
hydronelektrode und den mit der Glaselektrode gefundenen Ergeb- 
nissen festgestellt worden sind, liegen in der Nahe von 0,1 py-Ein- 
heiten. 


Der Verfasser dankt Herrn Direktor Chr. F. Jérgensen fiir die Erlaubnis 
zur Veroffentlichung, sowie Frl. cand. pharm. Esther Nielsen fiir ihre Mit- 
hilfe bei der Ausfiihrung dieser Arbeit. 
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Eine Schnellmethode zur quantitativen Bestimmung 
von Chloroform in Luft. 
Von 
Karl Beyer. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiiuzburg. ) 
(Eingegangen am 19. Juli 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der nachfolgenden Abhandlung beschriebene Methode zur 
quantitativen Bestimmung von Chloroform in Luft wurde im hiesigen 
Institut vornehmlich bei Narkoseversuchen verwendet. Da es sich um 
Reihenversuche zur Priifung der Wirkung von Chloroform auf erkrankte 
Tiere handelte, benétigten wir ein Analysenverfahren, das bei groBer 
Genauigkeit einfach und schnell ausfiihrbar war. In der Literatur ist 
zwar eine Anzahl auf chemischer bzw. physikalischer Grundlage auf- 
gebauter Methoden zur quantitativen Bestimmung von Chloroform 
bzw. ahnlicher halogenhaltiger organischer Substanzen bekannt, sie 
sind aber in ihrer Ausfiihrung umstandlich und waren deshalb fiir unsere 
Zwecke nicht geeignet (Liehig!, Harcourt2, Nicloux >, Kochmann und 
Strecker4, Noyons und Steenhoudt >, H.A. Elkins, A. K. Hobby, J. E. 
Fuller ®, B.D. Tebbens *). 

Unsere Narkoseversuche an Tieren wurden alle im sogenannten 
,.str6menden Gemisch*t** von Chloroform mit Luft durchgefiihrt. 
Diese Gemische stellten wir in fast gleicher Versuchsanordnung her, 
wie sie ausfiihrlich in einer frither erschienenen Arbeit tiber Atheranalyse 
(diese Zeitschr. 300, S. 113) beschrieben ist. In Abb. 1 ist die von uns 


angewandte Anlage photographisch wiedergegeben. Die Zwischen- 
schaltung des VorratsgefaBes fiir Chloroform in die Dosierungsapparatur 
wurde gerade umgekehrt wie bei der Atherstr6mung vorgenommen. 
Das Chloroform wurde durch die bis zum Boden reichende Réhre mittels 
Wasser in die angeheizte Glaskugel gedriickt. 

Wir gingen davon aus, da sich in halogenhaltigen, organischen 
K6rpern tiber gliihendem Platin unter bestimmten Bedingungen die 


' Liebig: s. Mulder u. Hamburger, Rec. 1, 156, 1882. — ? A. V. Har- 
court, Proceedings Chem. Soc. 15, 188, 1899. — % M. Niclouwr, C. r. 142, 
163, 1906. 4M. Kochmann u. W. Strecker, diese Zeitschr. 48, 410, 1912. 

+ AL Ee. Noyons und J. Steenhoudt, C.r. Soe. Biol. 97. 907 —909, 1927. 
— 6 H. B. Elkins, A. K. Hobby, J. E. Fuller, J. of ind, Hyg. and Toxicol. 
19, 474, 1937. — 7B. D. Tebbens, ebenda 19, 204, 1937. 8 EB. Gross u. 
E. Kuss, Zentralbl. f. Gewerbehyg. N. F. 8, 95, 1931. 9 W. Wirth, Arch. 
f. Gewerbepath. u. Gewerbehyg. 5, 5, 1934. 
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organische Substanz vollstandig verbrennen laBt. Das Halogen kan: 


dann in den Verbrennungsprodukten leicht mittels Silbernitrat bestimmt 


werden. Diese nach dem Vorbild der Dennstedt-Methodik geschaffen 


Abb. 1. 


B C 


Oenguerschni#t Ofen aufgek/appt 
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Verbrennungsanalyse nach Pregl-Schwinger | ist zur Bestimmung von 


Brom und Chlor in festen Substanzen in der organischen Analytik 
illgemein bekannt. Es konnte angenommen werden, daf bei geniigend 
langem Kontaktweg die quantitative Verbrennung der Chloroform. 
dimpfe auch bei verhaltnismaBig schneller Uherleitung iiber den Kontakt 


moglich ist. Die Ergebnisse zahlreicher Analysen von Chloroform- 
Luftgemischen bestatigten diese Annahme. 


A. Beschreibung der Analysenappartur. 

Zur Gasentnahme aus dem Versuchsraum und zur Verbrennung 
der Chloroformdaimpfe benétigt man neben Saugvorrichtung und Ab- 
sorptionsgefaBen eine geeignete Verbrennungsanlage. Die beigefiigte 
Abb. 2 erlautert in A die gesamte Analysenapparatur schematisch in 
der von uns angewandten Schaltung. B und (C zeigen den Ver- 
brennungsofen im Querschnitt und aufgeklappt. 


1. Entnahmevorrichtung und Absorptionsge fae. 

Die Saugvorrichtung bestand aus einem einfachen Aspirator von 
3 Liter Fassungsvermégen. Dieser wurde mittels Vakuumschlauch mit 
den AbsorptionsgefaBen verbunden. Als solche verwandten wir zwei 
mittels Gummischlauch eng verbundene, mit Gummistopfen und Ein- 
leitungsrohr versehene Reagensgliser mit seitlichem Ansatz von etwa 
20 com Fassungsvermégen. Das Einleitungsrohr des einen Absorptions- 
gefaBes wird mit dem etwa 2 cm aus dem Ofen herausragenden Ende 
der Verbrennungsréhre mittels Gummistopfen, das Ansatzrohr des 
zweiten dagegen mittels Druckschlauchs mit der Saugvorrichtung dicht 
verbunden. 

Nach Fillung der AbsorptionsgefaBe wird zur Analyse aus dem 
Versuchsraum die durch Gummiverbindungen dicht aneinander- 
geschaltete Analysenapparatur mittels Dreiwegehahn an den Versuchs- 
raum angeschlossen. An den freien, zur AuBenluft fiihrenden Schenkel 
des Dreiwegehahns wird unter Zwischenschaltung eines Chlorcalcium- 
rohres eine mit etwa 20 ccm wassrig-alkoholischer 1] °,iger Silbernitrat- 
lésung beschickte Waschflasche angeschaltet. In ihr sollen etwa in 
der Zimmerluft vorhandene chlorhaltige Substanzen zuriickgehalten 
werden. 

Durch die Zwischenschaltung des Dreiweghahns besteht die Méglich- 
keit, ohne Veranderungen in der Anlage, nur durch Umstellen des Hahnes 
Frischluft vor Beginn der eigentlichen Analyse oder zum Nachspiilen nach 
beendigter Verbrennung durch das ganze System zu leiten. 

Mittels der Klemmschraube an dem als Auslauf an der Saugvorrichtung 
befindlichen Gummischlauch konnte die gewiinschte AusfluBgeschwindig- 


' Fritz Pregl, Quantitative organische Mikroanalyse 1935. 
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keit fir das Wasser und damit die Entnahmegeschwindigkeit eingeste]|| 
werden. Diese betrug bei simtlichen Analysen 40 bis 50 cem in der Minut: 
Der Glashahn diente lediglich zum An- bzw. Abstellen des Wasserausflusse 


2. Verbrennungsofen. 


Der Verbrennungsofen setzt sich im wesentlichen aus zwei Teilen 
zusammen: 1. der eigentlichen Heizvorrichtung; 2. aus dem Ver 
brennungsrohr aus Hartglas mit Kontaktsubstanz. 

Die Heizvorrichtung besteht aus einer zweischichtigen, in der Mitt« 
aufklappbaren 50cm langen Schamottesteinlage, die auf einem Eisen 
gestell von etwa 20cm Hohe ruht. Zur Aufnahme und Fiihrung des 
Verbrennungsrohres ist der unterste Schamottestein auf seiner Ober- 
seite in der Mitte tiber die ganze Lange rillenf6rmig vertieft (Abb 
2 €C). Die obere Schamottesteinschicht ist von unten her bis auf 
einen ringsum verlaufenden Rand von 2,5 cm Breite in einer Tiefe von 
4 cm ausgehéhlt. Nur an den Schmalseiten ist dieser Rand in der Mitte 
ebenfalls rillenformig unterbrochen. So wird erreicht, daB die Rohr 
enden des dazwischenliegenden Verbrennungsrohres mdglichst dicht 
anliegend umschlossen werden. Mehrere im Abstand von 2 ecm an 
gebrachte Abzugslécher verbinden die Aushéhlung im oberen Schamotte- 
stein (Heizraum) mit der AuBenluft. Um das Glasrohr heizen zu kénnen, 
ist, wie aus Zeichnung B im Querschnitt ersichtlich, der untere Scha- 
mottestein auf der Unterseite in der Mitte teilweise, 4,5 em breit und 
3.5em tief, eingekerbt. Diese Aushéhlung dient zur Aufnahme von 
zwei Reihenbrennern von je 20cm Breite als Heizquelle. Schrag zur 
Auflagerille fiir das Glasrohr im Abstand von 1 em (Abb. 2, B und C) 
verlaufende Lécher erméglichen den Durchtritt der Heizgase zum 
Heizraum iiber der Verbrennungsroéhre. 

Mit dieser Konstruktion des aus sehr leicht zu bearbeitendem 
,.Sterchamolstein‘’ (Annawerk Oeslau) einfach herzustellenden Ofens 
erreichten wir: 

1. geringe Warmeabgabe nach auBen und schnelles Anheizen auf 
Temperaturen zwischen 700 bis 800°; 

2. leichtes Konstanthalten der gewiinschten Temperatur; 

3. gleichférmiges Aufliegen der Verbrennungsroéhre an allen Stellen 
der Heizfliche und ein gleichmaBiges Erhitzen von oben und unten 
ohne daB die Flamme mit dem Glasrohr direkt in Beriihrung kommt. 


Die durch einseitige Uberhitzung entstehenden Verbiegungen und 


etwaigen Aufblihungen werden so vermieden. 


Als Verbrennungsrohr benutzten wir eine Hartglasréhre von 70 bis 
75em Lange und einem Durchmesser von 1,7 cm. Die Kontaktsubstanz 
bestand aus drei oder vier Platinblechen von je 2 em Breite und 10 em Lange. 
Diese waren in ihrer Lange réhrenartig zusammengerollt und wurden in 
der zu heizenden Strecke im Verbrennungsrohr gleichmaBig verteilt. 





schnellmethode zur quantitativen Bestimmung von Chloroform usw. 241 


3. Absorptions fliissigkeit. 

Zur Absorption der Verbrennungsgase wurde eine ahnliche Loésung 
verwandt, wie sie auch B.D. Tebbens angibt!. Die beiden Absorptions- 
yefaBe wurden mit je 2cem mittels chlorfreien Natriumcarbonats her- 
vestellter normaler Arsenitl6sung und 8 cem halogenfreier gesattigter 
Natriumearbonatlésung beschickt. Das dreiwertige Arsen sollte etwaige 
im alkalischen Medium = entstehende Halogenate bzw. Hypohalogenite 
reduzieren. 

B. Ausfiihrung der Analysen. 
1. Kontrollversuche. 


Zur Priifung der Brauchbarkeit der Methode wurden zuerst Kontroll- 
analysen mit eingewogenen Chloroformmengen ausgefiihrt. Die Ab- 
sorptionsgefaBe wurden, wie vorher angegeben, gefiillt und die Apparatur 
auf Dichtigkeit gepriift. Chloroformmengen zwischen 7 und 100 mg 
wurden sodann in Kapillaren mit fein ausgezogener, abgeschmolzener 
Spitze nach Entfernen des Dreiweghahns einige Zentimeter weit in 
den kalten Teil des Verbrennungsrohres so eingeschoben, da die Spitze 
nach auBen hin zeigte. Durch AusflieBenlassen von Wasser wurde sodann 
kurze Zeit Zimmerluft mit vorgenannter Geschwindigkeit durch die Ver- 
brennungsrohre gesaugt. Gleichzeitig wurde mit einem Glasstab die 
feine Kapillarenspitze abgebrochen, sofort mittels Gummistopfen der 
Dreiwegehahn aufgesetzt und weiter durch die Waschflasche halogen- 
freie Zimmerluft angesaugt. Durch vorsichtiges Erwarmen der aus 
dem Ofen herausragenden Glasréhre vom Dreiweghahn zum Ofen hin 
wurde das Chloroform quantitativ tiber den zur dunklen Rotglut 
erhitzten Platinkontakt getrieben. Nachdem noch 5 Minuten lang 
Frischluft nachgestr6mt war, wurde das in den AbsorptionsgefaBen 
aufgefangene Halogen bestimmt. Zur Ausfiihrung unserer Kontroll- 
versuche benétigten wir durchschnittlich 20 Minuten. 


Zur Bestimmung des aufgenommenen Halogens spiilt man den 
Inhalt der beiden AbsorptionsgefaBe quantitativ in ein kleines Becher- 


6s % ‘ 
glas und neutralisiert gegen Lackmus den UberschuB an Carbonat 


zunachst vorsichtig durch tropfenweisen Zusatz von Eisessig. Nach 
dem Ansiuern mit 2. ccm Eisessig versetzt man die Lésung im Uber- 
schuB unter Umriihren mit n/10 Silbernitratl6sung. Es scheidet sich 
dabei sofort Silberchlorid aus, eine Fallung von Silberarsenit wird durch 
den Zusatz von Saéure vermieden. Das iiberschiissige Silbernitrat 
titriert man elektrometrisch mit n 20 Chlornatriumlésung zuriick. 
Gegenwart von Arsen und Essigsdure stért die Titration, wie Blind- 
versuche ergaben, nicht. Bei Verwendung eines empfindlichen Kapillar- 

' Unsere Untersuchungen waren bei Erscheinen dieser Arbeit schon ab- 
geschlossen. 
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elektrometers wir benutzten ein solches nach Dr. H. Roeder 
der Aquivalenzpunkt genau zu ermitteln. 

Die Werte aus einer Reihe von Kontrollversuchen sind in Tabelle | 
zusammengestellt. Der Analysenfehler betrug bei Verwendung von 
iiber konz. Schwefelsdiure gereinigtem Chloroform bis 1 °,. 


Tabelle I. Analysenergebnisse aus Kontrollversuchen 
mit eingewogenen Chloroformmengen. 





Kinwaage Gefunden Prosent Einwaage Gefunden 


mg mg mg Ing 


Prozent 


46,5 46,2 99,35 7,0 6,96 99,4 
18,0 17,86 99,2 103,0 102,0 99,0 
38,2 37,96 99,4 45,6 45,57 99,9 
22,4 22,40 100,0 30,2 30,12 99,7 





2. Analyse von Chloroformddimpfen in Luft. 


Bei der Analyse des zur Narkose verwandten Chloroform-Luft- 
Gemisches verféhrt man ahnlich wie bei der Ausfiihrung der Kontroll- 
versuche. Man wahlt gleiche Mengen an Absorptionsfliissigkeit und 
gleiche Entnahmegeschwindigkeiten. Vor Analysenbeginn saugt man 
durch das ganze System tiber Silbernitratlésung gereinigte Zimmerluft. 
Ist das Durchstrémen der Luft gleichmaBig, so wird der Dreiwegehahn 
so umgestellt, daB Luft aus dem Versuchsraum durch die Verbrennungs- 
anlage gesaugt wird. Die dann ausflieBende Wassermenge wird genau 
gemessen (MeBzylinder, Abb. 2: A). 

Im Durchschnitt entnahmen wir 250 ccm Chloroform-Luft-Gemisch 
fiir jede Analyse in 5 bis 6 Minuten. Wir waren so in der Lage, wahrend 
einer 20 bis 30 Minuten dauernden Narkose bequem vier Analysen zu 
entnehmen. Die Luftgemische enthielten zwischen 80 und 100 mg 
Chloroform im Liter. Die aus verschiedenen Versuchen erhaltenen 
Andlysenergebnisse sind gruppenweise in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle IT. Analysenergebnisse aus Strémungsversuchen 
mit und ohne Katzen. 





Versuch mg CHCl,] Versuch mg CHC! 
Nr im Liter Nr. im Liter 


oe 
a) Ohne Tiere a) Ohne Tiere 


89,2 
| 882 


it Ti 88,3 a 

b) Mit Tieren 90,8 b) Mit Tieren | 83.2 
Ti 92,0 

a) Ohne Tiere ; 9 | ae 
Mit Tieren ~¢ 

| 83,0 


vf 
amet: ae 
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Die gefundenen Werte stimmen unter sich innerhalb der Fehlergrenzen 
der obenerwahnten Kontrollversuche tiberein, solange sich keine Tiere 
im Untersuchungsraum befinden. Die nach dem Einsetzen der Tiere 
festzustellende Abnahme des Chloroformgehaltes und die dabei etwas 
vréBere Schwankung der Ergebnisse ist auf die Atemtatigkeit und auf 
die Absorption bzw. Adsorption durch das Fell der Tiere zuriickzufiihren 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Analysenmethode zur Bestimmung von Chloroform 
in Luft beschrieben, die auf Verbrennung von Chloroform im Luftstrom 
iiber glihendem Platinkontakt in einem einfachen Verbrennungsofen 
und elektrometrischer Bestimmung des Halogens beruht. Probe- 
entnahme, Konstruktion eines einfach herzustellenden, zweckent- 


sprechenden Verbrennungsofens, Absorption der Verbrennungsgase in 


besonderer Lésung und Titration des Halogens werden erlautert. 

Die beschriebene Methode ist gegeniiber anderen Verfahren einfach 
und schnell ausfiihrbar. Der Analysenfehler betrug bei den von uns 
ausgefiihrten Analysen bis 1 °%. 











Léslichkeit und Reaktionsweise des 
Arsenwasserstoffs in Blut. 
Von 
Fritz Jung. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 25, Juli 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In Arbeiten von Wolff (1) und Gebert (2) aus dem hiesigen Institut 
wurde die Léslichkeit des Arsenwasserstoffs in wasserigen Lésungen 


untersucht. Ferner wurden die Méglichkeiten seiner Reaktion mit dem 
Blute behandelt. Die Ergebnisse ihrer Untersuchungen weichen in wesent- 
lichen Punkten voneinander ab. Deshalb wurden erneut Versuche 
unternommen, einige auf diesem Gebiet wichtige Konstanten genauer 
zu bestimmen. Inzwischen haben zu der Frage der Hamolyse wie der 
Reaktion mit dem Hamoglobin Arbeiten von Barkan (3) und Henze (4) 
neue Gesichtspunkte geliefert. Auch in dieser Richtung wurden einige 
Versuche angestellt. Uber die Ergebnisse dieser beiden Versuchsreihen 
soll hier berichtet werden. 


Il. Methodik. 


Grundsatzlich benutzte ich dieselbe Anordnung, die Wolff (1) und 
Gebert (2) verwandt haben: dem letztgenannten bin ich auch fiir prak- 
tische Hilfe wie Beratung beim Aufbau der Apparatur dankbar. Sie 
ist in ihren wesentlichen Ziigen in den genannten Arbeiten beschrieben. 
Abgeaindert wurde jedoch die Druckmessung bei der Gasabsorption. 
Eine Beriihrung des Arsenwasserstoffs mit dem Quecksilber des Mano- 
meters muB wegen der Méglichkeit einer Reaktion vermieden werden. 
Die genannten Autoren schalteten deshalb ein Quarzfadenmanometer 
nach Bodenstein (5) als Nullinstrument zwischen Reaktionsraum und 
Quecksilbermeniscus. Dessen Ablesegenauigkeit betragt aber nach 
Ostwald-Luther (5) eben 1 mm Hg. Fiir genauere Messungen, vor allem 
bei kleineren Gasdrucken, ist es deshalb nicht geeignet. So werden 
manche Abweichungen der friiher mitgeteilten Befunde voneinander 
schon auf diese Ursache zu beziehen sein. Bei der geringen GréBe der 
Druckdifferenzen ist es namlich erforderlich, Werte von !/;,>mm Hg 
noch einwandfrei abzulesen. Mit der folgenden Anordnung lieB sich diese 
Bedingung erfiillen. 
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Wie sich leicht zeigen laBt, reagiert Arsenwasserstoff mit Brom- 


naphthalin nicht. Dieser Stoff hat bei Zimmertemperatur einen derartig 


niederen Dampfdruck, daB er ohne weiteres als Manometerfliissigkeit 
auch gegen ein Hochvakuum verwandt werden kann. Deshalb wurde 
ein einfaches Bromnaphthalinmanometer als Nullinstrument zwischen 
Quecksilbermanometer und Reaktionsraum gelegt, vgl. Abb. 1. Vor 
dem Versuch konnte es kurzgeschlossen werden. Beim Einstrémen des 
Arsenwasserstoffs in den Reaktionsraum wurde in gleichem Mabe 
Luft in einen zwischen Bromnaph- 
thalinmanometer und Hg-Mano- 
meter liegenden Auffangraum ge- alo 
geben. Auf diese Weise blieben die | 
Menisci des nun als Differenzmano- “ 
meter verwandten Bromnaphthalin- == 
manometers annahernd auf gleicher 
Hohe. Der Gasdruck im Reaktions- 
raum konnte dann aus der Summe 
der am Hg- wie Bromnaphthalin- 
manometer abgemessenen Werte 
berechnet werden. Da Bromnaph- 
thalin neunmal leichter ist als Hg, 
ergibt sich eine einfache Umrech- 
nung auf mm Hg. Druckwerte von 
1 /,9 mm Hg lassen sich so als 0,9 mm 
Bromnaphthalin gut ablesen. Da | hosserstral 
die Volumenanderungen des Auf- ¢  pumpe 
fangraumes bei Verschieben der Abb. 1. 
Bromnaphthalinsaule nur sehr klein 
waren, konnte bei der Messung der Druckanderung das Hg-Mano- 
meter vernachlassigt werden. (Es zeigte auch keinen Ausschlag.) 
Der Arsenwasserstoff wurde mit Zink, Arsenik und Schwefelsaure 
in einem Kippschen Apparat entwickelt. Die verwandten Praparate 
waren analysenrein. Das Gas wurde mehreremal in Fallen von der 
Temperatur der fliissigen Luft umdestilliert, wobei Wasserstoff und 
andere Verunreinigungen durch Abpumpen mit einer Hochvakuumpumpe 
entfernt wurden. Aufbewahrt wurde der Arsenwasserstoff unter fliissiger 
Luft in fester Form und bei Bedarf verdampft. Zur Reduktion bzw. 
zum Auswaschen des Blutes benutzte ich Wasserstoff, der durch ein 
erhitztes Kupferrohr geleitet, sicher von Sauerstoff frei war. Mit ihm 
konnte unter gleichzeitigem Abpumpen auf etwa 20 mm Hg die letzte 
Spur Sauerstoff aus dem ReaktionsgefiB und dem Hamoglobin entfernt 
werden. Die Schiittelbirne hing zur Erzielung von Temperaturkonstanz 
in einem Wasserbad. Bei jedem Versuch wurde zunachst der Wasser- 
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dampfdruck im Reaktionsgefaf gemessen und danach als Korrektu 
an den abgelesenen Gesamtdrucken angebracht. Da es sich zeigt: 
da bei langerem Durchleiten von Gasen oder auch nur durch Aus 
pumpen betrachtliche Mengen Wasser aus dem Reaktionsraum vei 
schwanden, rechnete ich nicht wie Wol//(1) und Gebert (2) mit einen, 
festen Wert des Fliissigkeits- und Gasraumes. Vielmehr wurde zu Be 
ginn und Ende jedes Versuches das GefaB gewogen und so der Inhalt 
festgelegt. Sonst geschah die Berechnung genau wie bei Wolff (1) und 
Gebert (2). 

Die Arsenanalysen erfolgten zum Teil nach Bang (6), zum Teil nach eine: 
von Hinsberg und Kiese (7) ausgearbeiteten halbkolorimetrischen Methode 
Das leichtabspaltbare Eisen wurde nach den Angaben von Barkan (3 
bestimmt. Der Nachweis eines fraglichen Peroxyds erfolgte nach dem 
Vorgang von Henze (4) mit Aminophthalsiurehydrazid (Luminol). 

Die verschiedenen Formeln, iiber die Gebert (1) und Wolff (2) zw 
Berechnung des Bunsenschen Absorptionskoeffizienten kommen, lassen 
sich auf einen Nenner bringen. Es ergibt sich: 


Vy: Ap 
Vi ° pg: 273-R’ 


Ke ap = 22,4-K, 

wobei V,; Gasvolumen, V, Fliissigkeitsvolumen, py Gasdruck nach der 
Gleichgewichtseinstellung, Ap Druckainderung, R allgemeine Gas 
konstante, 7’ absolute Temperatur bedeuten. 


Ill. Léslichkeit des Arsenwasserstoffs. 
1. In Wasser. 


Der Bunsensche Absorptionskoeffizient ist schon verschiedene 
Male bestimmt worden. Die in der Literatur angegebenen Werte 
stimmen aber sehr wenig iiberein. Die Ursache davon bedurfte ebenso 
der Klarung, wie die Notwendigkeit einer eindeutigen Bestimmung 
bestand. Bereits Gebert (2) hat in seiner Arbeit die wichtigsten Fehler- 
quellen erértert. So vermeidet er in seiner von Wol/f (1) tibernommenen 
Anordnung noch mehr als dieser die Verwendung eines wasserstoff 
haltigen Gases. Ein solches erscheint viel weniger loslich. Schon Wolff (1) 
gibt den Zerfall des Arsenwasserstoffs an bestimmten Katalysatoren 
als stérend an. Die Abhangigkeit der Léslichkeit von der Temperatur 
wird jedoch von beiden Autoren nicht ausreichend beriicksichtigt. Eine 
solche ist nach thermodynamischen Uberlegungen bei den meisten 
Gasen zu erwarten und vorhanden. Die Temperaturangaben bei Wol/f (1 
und Gebert (2) sind dafiir ziemlich liickenhaft. Ferner tibersehen, wie 
schon angedeutet, beide Autoren den bei Zimmertemperatur immerhin 
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schon bedeutsamen Wasserdampfdruck, wie auch den Wasserverlust 
beim Auspumpen des ReaktionsgefiBes. 


Die bisher ermittelten Werte des Bunsenschen Absorptionskoeffi- 
zienten waren: 
Strohmeyer (8) unléslich 
Soubeiran (9) 
Wolff (1) 0,195 
Gebert (2) 


Aus meinen mit Arsenwasserstoff unter Ausschaltung von Sauer- 
stoff angestellten Versuchen ergab sich eine klare Abhangigkeit der 
Léslichkeit von der Temperatur: vgl. Tabelle 1 und Abb. 2. Diese 
geniigt vollstandig, die mangelnde Ubereinstimmung der friiheren 


0,225 


Ergebnisse zu erkliren. Bei 26° betragt die Léslichkeit « 225; 
der von Gebert (2) angegebene Wert entspricht einer tieferen, der von 


Woljf (1) einer héheren Temperatur. 


Tabelle I. 
p, Druck vor dem Versuch, p, Druck nach der Gleichgewichtseinstellung, 
{1p Druckaénderung, v, Rauminhalt der Schiittelbirne, g, Gewicht der 
Schiittelbirne, V, Fliissigkeitsvolumen, V, Gasraum, g, Gewicht der 
gefiillten Schiittelbirne. 





Versuch . 
Nr P| P2 dp g} Vy 


w 


209 186 22,6 331,6 49,8 
215 192 23,0 331.6 49,8 
254 228 25,5 331,7 49,9 
228 207 21,0 331,7 49,9 
293 269 24,4 331,4 49,6 
164 150 13,9 331,5 49,7 
219 201 18,5 331,9 50,1 
249 228 20,6 331,3 49,5 
174 160 13,5 331,3 49,5 
216 199 16,6 331,5 49,7 
147 136 11,0 331.6 49,8 
199 184 14,8 331,4 49,6 
202 189 12,8 331,4 49,6 
228 214 14,1 332,2 50,4 
192 181 11,3 331,1 49,3 
16 194 183 11,4 331,8 50 
17 195 184 11,4 S3I,] 49,3 
11,3 
5 


Some Oh 


oral 


es 


21 
21,5 
23 


25,5 


18 198 187 331,2 49,4 
331,8 50 


el el ce ee ee ee ee ee er a 


ws) ad 1 a) a 2) 9 6 9 6 2 2) 2) 2 2 2) 21) 


POOLE REP RR Pe ee 


l 
I 
I 
19 180 171 9, 


Druckwerte in mm Hg, Volumina in cem, Gewicht in g: 
Vo 223,8, Go 281.8, V, 9; Jo: V5 Vo 

I Ve Ip 

2 , 

= 54s RV : . a 22,4-K 
213-R V, py 


Biochemische Zeitschrift Band 302. 
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Die Anderung der Léslichkeit kann man zu einer Berechnung de: 
Léslichkeitswarme benutzen. Da sie mit steigender Temperatur abnimmt, 
wird bei der Lésung Warme frei. Aus der van’t Hoffschen Reaktions 
isochore 

dlog K Q 
aT ~~ 46 T* 
folgt 5 
£ Q asr dlog K 
= 45T eed 
di 




















2 6 20 ae 


¢-.- 


Abb. 2. Temperaturabhingigkeit der Wasserléislichkeit des As H,. 
Abszisse: Temperatur in ° Celsius. 
Ordinate: log « + 1. 


P . dlog« 
Das Verhiltnis a/b gibt die Steigung der Kurve um ¢ = 20° und somit ein MaB fiir ens Sa 


aT 


Da die Funktion AK proportional zu « ist, geniigt es, den Bunsenschen 
Absorptionskoeffizienten in logarithmischem Ma8stab aufzutragen und den 
Differentialquotienten als Steigung der Kurve zu entnehmen. In dem 
engen Temperaturbereich zwischen 273 und 300° absolut laBt sich die 
Funktion als linear behandeln. Aus Abb. 2 ergibt sich 


d log « a 0,17 cal 


cal 
cd =- = 0,011; Q = 4,5- 2912-0,0 = 4.103 . 
dT b 16 0,011 2 be ; mol ‘ mol 


Bei der Lésung von 22,4 Liter Arsenwasserstoff werden also 4- 10° cal frei. 


2. In Elektrolytlésungen. 

, Fir physiologische Kochsalzlésung gab Wolff eine Erhéhung der 
Léslichkeit an, Gebert fand dagegen denselben Wert wie fiir Wasser. 
Auch fiir eine Pufferlésung nach Sérensen von einem py = 7,5 ergab 
sich kein Unterschied. Dieses Verhalten wiirde dem der meisten Gase 
widersprechen, denn die Aktivitaét eines Gases nimmt mit steigendem 
Elektrolytgehalt des Lésungsmittels zu. So habe ich erneut die Lés- 
lichkeitsbeeinflussung durch verschiedene Zusatze bestimmt. Tabelle II 
und Abb. 3 zeigen den EinfluB von Kochsalz. Schon eine physiologische 
Konzentration gibt eine deutliche Erniedrigung des Lésungsvermégens. 
Die erhaltene Abhangigkeit entspricht durchaus den fiir Gase im all- 
gemeinen erhobenen Befunden. Es ist nicht zulassig, die fiir Wasser 
gefundenen Werte einer Gasléslichkeit ohne Korrektur auf physiologische 
Fliissigkeiten zu beziehen. Einzelne Messungen an anderen Salzen 
lieferten grundsitzlich analoge Ergebnisse. Wegen der Bedeutung 
seiner Reaktion mit dem Blutfarbstoff wurde Natriumhydrosulfit 
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verwandt. Die bei diesem Stoff beobachtete Léslichkeitserniedrigung 
wurde von Gebert ebenso an Himoglobinlésungen beobachtet, aber ganz 


anders gedeutet. Auch Glykokoll, das als chemischer Prototyp des 
KiweiBes gepriift wurde, gab eine Léslichkeitserniedrigung (vgl. Tabelle II 
und Abb. 3). 

Tabelle II. 


Bezeichnungen wie in Tabelle I. 





0) NaCl Pi ’ ( V; V2 t K - 104 


95 
92 
74 
68 
49,5 
28,7 


201 275,5 | 47,7 
129 12: 277.7 49,9 
139 },6 | 279,4 | 51,6 
135 5,9 | 279,4 | 51,6 
179 5,$ 52.6 


249 284,6 | 56,8 


>Pe9 9-949 


pm pk peek feed fee fet 
~lre [oS DO ee 


0/9 Nao 8, 0, 
1,9 107 5,6 | 278,9 | 61,1 | 173 | § 86 
3,8 144 2 | 280,1 | 52,3 | 172 80 


01) NaOH 
158 0 | 279,5 167 
199 12,2 282.3 | 53,5 164 
220 5 | 282,9 | 54 163 
155 282.2 | 53,5 164 
286,7/58 | 159 | 21,; Nach Zutritt von 
284,5/55,7 161 Luft Braunfarbung 
290 61,3 156 
284,6 | 55,9 161 
285,2 | 56,5 162 
20 5 288,7 60,0 157 
0/) Hy SO, 
1,2 20% 6 281,5 | 52,8 165 
6,5 212 2 | 282 53,3 164 





Keine Braunfarbung 
mit Luft, erst auf 
| Zugabe von H,O, 
o Glykokoll 
279,2 | 50,5 | 167 
285.6 | 56,9 161 22,5 Sehr langsames 
282,1 | 53,4 | 164 | 22, Braunwerden 
282 | 53 164 | 2% an Luft 
282,5 | 54 163 














0 15% 
da/z 


Abb. 3. Beeinflussung der Léslichkeit des Arsenwasserstoffs durch Elektrolyte 
Abszisse : Salzkonzentration in © 9. Ordinate : Léslichkeitskonstante k. 
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Fir starke Sauren und Laugen war bisher nur bekannt, da} Arsen 
wasserstoff darin unloéslich sei. Eine Versuchsreihe an Natriumhydroxyd 
gab einen Léslichkeitsverlauf, der durchaus dem bei anderen Elektrolyten 
zu entsprechen schien. Auch Schwefelsaure zeigte keine Besonderheiten 
Die Unléslichkeit in starken Sauren und Laugen beruht wohl nicht aut 
chemischen Reaktionen, vielmehr sprechen alle Befunde dafiir, daB der 
Arsenwasserstoff im Gegensatz zu NH, rein physikalisch gelést wird 
(Tabelle II). 

3. Léslichkeit in EiweiB- und Blutlésungen. 

Ganz allgemein ist die Léslichkeit von Gasen in Kolloiden ein 
ziemlich verwickeltes und ungeklartes Problem. Abgesehen von einigen 
systematischen Messungen durch Findlay (10) und Mitarbeiter findet 
man kaum eine eingehendere Behandlung der hier auftauchenden 
Fragen. Eine auBerordentliche Vielfalt der Méglichkeiten wie Deutungen 
ist das wesentlichste Ergebnis der seitherigen Betrachtungen. Deshalb bot 
auch der Arsenwasserstoff als ein an sich sehr reaktionsfahiger K6rper 
nicht das einfache Bild, wie aus friiheren Angaben hervorzugehen 
schien. Ich bestimmte die Gasaufnahme von HiihnereiweiB und Serum. 
sowie von Blutkérperchenlésungen und Vollblut. Wenigstens in den 
Grundziigen ergab sich ein tibereinstimmendes Ergebnis. 

Eine gewisse Rolle spielt zunachst schon der Lésungszustand des 
EiweiBes. Wurde namlich statt des sonst zum Entschaumen verwandten 
Octylalkohols in Einzelversuchen Amylalkohol verwandt, so fiigten 
sich diese Ergebnisse schon nicht mehr in die MeBreihe ein. Sie gaben 
aber unter sich entsprechende Werte. Schon dieses Beispiel zeigt. 
wie schwierig es hier ist, einigermaBen vergleichbare Zustande der unter. 
suchten Lésung zu bekommen. Alter und Art der Zubereitung einer 
Blutk6érperchenlésung war weitgehend entscheidend fiir ihr Lésungs- 
vermégen. Doch gab eine einzelne Lésung in verschiedenen Versuchen 
stets tibereinstimmende Werte. 


Tabelle III. 


Bezeichnungen wie in Tabelle I. g, 227,8, Vo 223,8. 
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In allen Fallen war die Aufnahme des Gases deutlich vergréBert. 
Die absorbierte Gasmenge zeigte sich ungefahr proportional der Eiweib- 
konzentration (vgl. Tabelle III): Bei dieser Léslichkeitserhéhung spielte 
die Art des EiweiBes eine groBe Rolle (vgl. Tabelle LV). Eine Auf- 
klarung iiber die Art der Bindung sollten Messungen bei verschiedenem 
Druck bringen. Aus Abweichungen vom Henry-Daltonschen Gesetz 








0 50 
=— Verdunmung 


Abb. 4 (val. Tabelle IIL). Gasléslichkeit und EiweiBkonzentration 
Abszisse : Verdiinnung der urspriinglichen Eiwei®lésung mit physiologischer Kochsalzlosung 
Ordinate : Léslichkeit als A berechnet. 
Kurve 1: Rinderserum, 2: Blutkérperchensuspension konzentriert, 3: Schweineblut. 


Tabelle lV. 


An den Messungen interessiert die Abhaingigkeit von 4 p und 


~ 





z 

~ 
u& 

> 
~ 


394 28,0 20,5 


1. Kalberserum. Zusatz von Octylalkohol, 
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382 
323 301 22,4 20,5 
242 ‘ 
darauf leichte Triibung 202 
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Bs | 225 | 198 | 27,2 21 
je iInderserum | 146 126 20.8 21 


, 133 120 134 21 


Dasselbe, mit einem Teil Wasser verdiinnt | 186 169 16.6 21 


85 95 10.2. 19 
3. HiihnereiweiB, mit der gleichen Menge physio- | 147 oa,5 | 19 
logischer Kochsalzlésung  verdiinnt; fort- 240 34,3 | 19 
laufende MeBreihe: nach jeder Ablesung Kin- | 376 43,6 19 
laB neuen Gases. 404 45,8 19 
62 5d 7.0 19,5 
Wiederholung desselben Versuchs 136 20.2 19.5 
| 255 | 37,7 19,5 


245 229 15.9 19.5 
85 80 53 19,5 
283 265 17,6 19,6 


| 192 178 13.6 19,5 
Dasselbe nach Filtrieren durch Papier | 
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wirden sich namlich entsprechende Folgerungen ziehen lassen. Dieses 
war aber im Gebiete von 0 bis 200 mm Hg offensichtlich giiltig. Der 
Absorptionskoeffizient war jedoch, wie schon erwahnt, viel gréber 
als bei Wasser. HiihnereiweiB, Serum und Blut zeigten grundsatz 
lich dasselbe Verhalten. 

Ich kann also im Gegensatz zu Gebert (1) die Angaben von Wolj} (2 
iiber eine starkere Absorption in EiweiBlésungen nur bestatigen. Nur 
in den Versuchen mit einer sehr verdiinnten EiweiBlésung zeigten sich 
bei Versuchen mit Druckwerten iiber 200 mm Hg UnregelmaBigkeiten 
im Sinne einer leichten Abnahme. 

Eine theoretische Deutung der erhaltenen Befunde ist mir nicht 
méglich und kann auch wohl erst erfolgen, wenn die Vorginge bei der 
Auflésung eines Gases allgemein bekannt sind. Zur Zeit ist nicht zu 
entscheiden, auf welche Art und Weise das Eiweif eine Léslichkeits 
erhéhung bedingt. 


IV. Verhalten des gelésten Gases. 

Bei Sauerstoffabwesenheit ist der Arsenwasserstoff in Wasser wie 
Elektrolyten reversibel léslich. Erst bei Anwesenheit von molekularem 
Sauerstoff kann man unter bestimmten Voraussetzungen eine Autox) 
dation beobachten. 


1. Oxydation in Elektrolytlésungen. 


Wurde zu alkalischen Lésungen des Gases Luft oder Sauerstoff 


zugelassen, so zeigte sich, je nach der Konzentration der Lauge, eine 
mehr oder minder rasche Braunfairbung der Loésung. Zunachst blieb 
diese noch klar, dann trat eine leichte Opaleszenz auf. Indem sie sich 
immer dunkler farbte, flockte sie schlieBlich schwarz aus. Bei schwach 
alkalischer Reaktion verlief der ganze Vorgang nur langsam und ein 
dabei entstandenes Arsensol lieB sich neutralisieren. Es war dann 
ziemlich bestaindig und erst 24 Stunden spater teilweise ausgeflockt 
Ein solches Sol konnte dann auch zu Hamolyseversuchen benutzt 
werden, tiber die weiter unten berichtet werden wird. In saurer oder 
neutraler Reaktion der Lésung konnte ich eine solche Oxydation des 
Arsenwasserstoffs niemals beobachten. Auch bei langerem Schiitteln 
mit Luft ergab sich keine Braunfirbung. Einen spontanen katalytischen 
Zerfall des Gases, der sich an einer Drucksteigerung zeigen miibte. 
konnte ich in meiner Apparatur bei einer Beobachtungsdauer von 
6 bis 7 Stunden in keinem Falle feststellen. 

Henze (4) fand beim Durchleiten von Arsenwasserstoff durch eine 
Luminollésung ein Aufleuchten. Das gleiche konnte ich ebenfalls 
feststellen: Im Reaktionsgefi8® befand sich schwach alkalisch gemachtes 
Wasser. Diesem waren wenige mg Luminol zugesetzt. Nach dem Aus- 
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pumpen der Luft wurde Arsenwasserstoff zugegeben. Wiahrend der 
Lésung war nichts zu bemerken. Wurde nun aber anschlieBend Luft 
zugelassen, so trat zunachst an der Oberfliche, dann beim Schiitteln 
in der Gesamtmenge eine kraftige Lumineszenz auf. Sie war im ersten 
Augenblick ziemlich hell, nahm dann im Laufe einiger Minuten langsam 
ab. Wurde danach das ReaktionsgefaB bei Licht betrachtet, so erschien 
sein Inhalt braun. Da sich nach Henze die Lumineszenz von Luminol 
(= Aminophthalsdurehydrazid) als ein auf Wasserstoffsuperoxyd 
spezifisches Reagens betrachten laBt, wird dessen Auftreten ziemlich 
wahrscheinlich. Es mu entweder intermediar oder als Nebenprodukt 
der Arsenwasserstoffoxydation erscheinen. Weiter unten berichtete 
Befunde mégen noch einiges zu dieser Anschauung beitragen. 

Bei manometrischer Beobachtung der Reaktion zwischen Arsen- 
wasserstoff und Sauerstoff lieB sich bei neutraler Reaktion des Lésungs- 
mittels eine Oxydation nicht nachweisen. Den obigen Beobachtungen 
entsprechend erfolgte in alkalischer Reaktion eine zunachst sehr rasche, 
dann immer langsamere Druckabnahme, die sich noch tiber 3 Stunden 
hin beobachten lieB. 


2. Loslichkeitsbeeinflussung und Oxydation in EiweiBlosungen. 
Die Léslichkeit des Arsenwasserstoffs laBt sich — wie bereits 
erértert wurde (vgl. S. 298 ff) —-durch Anderung des kolloidalen Zustandes 


des EiweiBes wie durch Anderung des Elektrolytgehaltes beeinflussen. 
Diese beiden Wirkungen werden sich meist iiberlagern. Einige Versuche 
sind in Tabelle V zusammengefaBt. Gebert (1) fand in Hamoglobin 


Tabelle V. 


Bezeichnungen wie in Tabelle I. ¢ 





Rinderblut, 50cem. 1 Std. mit Hy 
durchstrémt, sauerstofffrei ...... 274.3 
Zugabe von 2ccem einer 50 %igen 
Nast, O,-Logung ..... 2... ces 4 15,3 274,1 
. Rinderblut mit der gleichen Menge 
Wasser verdiinnt, sauerstofffrei. . 7 10,5 267.8 
Zugabe von 10 cem einer 10 %Gigen 
(NH,),SO,-Lésung ... 11,0 275,1 
. Rinderblut mit 4 Teilen Wasser 
verdiinnt, sauerstofffrei ......... 155 2 13,0 | 283,2 
Zugabe von 10 cem einer 10 %igen 
Sulfosalicylsiurelésung 9,7, 290.8 
. Rinderblut unverdiinnt, sauerstoff- 
frei 
Zugabe von 4cem einer 25 %igen 
Na, 8, O,-Lésung 
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wie Hamoglobinlésungen auf Zusatz von Hydrosulfit eine Herabsetzung 
der Gasaufnahme. Diese Beobachtung konnte durchaus_bestatigt 
werden, doch erlaubt sie eine einfachere Deutung als Gebert (1) gab 
Statt durch Reduktion eines mit dem Gase reagierenden Stoffes, der 
also Arsenwasserstoff verbraucht hatte, ist die Erklarung durch eine 
Loslichkeitsbeeinflussung des Gases ungezwungener. Wird ein sehr 
starkes EiweiBfaillungsmittel wie Sulfosalicylsiure zugesetzt, so sinkt 
die Lésungsfahigkeit sehr stark ab. 

In den Versuchen von Gebert (1) war die Lésung des Arsenwasser- 
stoffs im Blute nie quantitativ reversibel, vielmehr wurde immer ein 
Teil oxydiert. Er zeigte dies sowohl manometrisch wie durch Bestimmung 
des im Blute zuriickbleibenden Arsens. Bei etwaiger Gegenwart von 
Sauerstoff erscheint das durchaus erklirlich. Deshalb habe ich Blut 
mehrere Stunden lang mit Wasserstoff durchstrémt und gleichzeitig 
auf Wasserdampfdruck ausgepumpt. Dann wurde die Aufnahme des 
Arsenwasserstoffs bestimmt. AnschlieBend wurde dieser durch Aus- 


pumpen wieder entfernt, wieder etwas mit Wasserstoff durchgespiilt 


und ein erneuter Versuch mit Arsenwasserstoff vorgenommen. Zu diesen 
Versuchen (vgl. Tabelle VI) wurde stets ganz frisches Blut verwandt. 
meist befand es sich !/, bis ] Stunde nach der Entnahme aus dem Tier- 


Tabelle VI. 


Bezeichnungen wie in Tabelle I. Jedesmal 50 cem. 





Rinderblut frisch. 

Erste Priifung r PEE 44,9 172.6 

Zweite ,, B | 2% 27 44,9 172,6 

Rinderblut frisch. 

UG RE oS aca ck eed we ay 276.7 48,0 170 

Zweite ,, ds 53 276 48,0 170 

Rinderblut frisch. 

Erste Prifung 278,3 50,5 174 

Zweite ,, 274.3 | 46,5 178 

Rinderblut frisch. 

Erste Priifung 310,8 | 49,2 | 175 

Zweite ,, 309 5 176 
5. Rinderblut frisch. 

Erste Priifung 277,9 | 5 174 

Zweite _,, 275,9 | 48,1 176 

Rinderblutkérperchen. 50% ige 

Suspension in physiol. Koch- 

salzlésung frisch. 


Erste Priifung 
Zweite _,, 
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kérper in der Schiittelbirne. (Bei alterem Blute kam es zu Stérungen, 
die auf eine auf anderem Wege nachweisbare Methamoglobin- 
bildung zuriickzufiihren sind.) 


In fast allen Doppelversuchen blieb die Gasaufnahme gleich. (Sie 
ist in Tabelle VI als K berechnet.) Das berechtigt zu der Annahme, 
daB das Gas bei der ersten Priifung genau so in Lésung ging, wie bei der 
zweiten. Es wurde also nichts davon chemisch gebunden, denn in diesem 
Falle hatte die Absorption das erstemal erheblich gréBer sein miissen. 


Ferner wurde Blut, in dem Arsenwasserstoff unter den gleichen 
VorsichtsmaBregeln sauerstofffrei gelést war, anschlieBend mehrere 


Stunden lang ausgepumpt, dann noch einige Zeit mit Wasserstoff 
durchgespiilt. Danach wurde es einer Arsenanalyse unterworfen. Das 


Ergebnis war zwar nicht absolut negativ, aber nur in zwei Versuchen 
von insgesamt sieben quantitativ auszuwerten. Bei der Bestimmung 
nach Hinsberg und Kiese (4) ergab sich eben eine Verfairbung des Gold- 
chloridpapiers, bei der volumetrischen Bestimmung dagegen nur der 
Leerwert der Titration. Die beiden Ausnahmen betrafen Blutproben 
die schon mehrere Tage alt waren, die Werte entsprachen gréBenordnungs- 
maBig denen von Gebert (1). Die einzelnen Versuche sind in Tabelle VII 
angefiihrt. Bei der Priifung des Henry-Daltonschen Gesetzes an einer 
schon 14 Tage alten Blutk6rperchensuspension hatte ich ebenfalls 
manometrisch eine irreversible Aufnahme gesehen. Dieser Befund lieB 
sich mit der schon 6fter beobachteten allmahlichen Umwandlung von 
Hamoglobin in Methamoglobin auch im Eisschrank erkliren. 


Tabelle VII. 


Es wurde stets leem Blut nach dem Abpumpen verascht. 





1. Arsenanalysen nach Bang (6). 


Rinderblut frisch. AsH. bis zur Sattigung bei einem 
Druck von 127mm Hg, dann 30™ ausgepumpt ... 7) 


Rinderblut frisch, 156mm AsH, : 


Kalbsblut, 137 mm AsH, 4 
Rinderblut 6 Tage alt, 156mm AsH, 0,08 mg As‘cem Blut 
=: Dy so. SN ys 0.08 ,, cs cs 


- age se ‘i 
In den Versuchen mit frischem Blute wurde nur der Leerwert 
der Titration erreicht. 


2. Arsenbestimmung nach Hinsberg und Kiese (4). 
Nicht quantitativ 
Rinderblut mit 183mm AsH, behandelt anzugeben, da zu 
wenig As 
Rinderblut mit 63mm AsH, behandelt Dassel be 


Das Goldchloridpapier zeigte eine schwache zentrale Verfarbung. 
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Das Aufleuchten von Luminol mit Arsenwasserstoff, welches als 
Indikator fiir irgendeine aktive Form des Sauerstoffs betrachtet werden 
kann, wird auch bei Hamoglobingegenwart erhalten. Ebenso erfolgt 
auch hier eine Bildung von kolloidalem Arsen. Das entspricht fritheren 
Beobachtungen tiber die katalytische Wirkung des Hamoglobins bei 
der Oxydation des Arsenwasserstoffs. 


V. Arsenwasserstoff und Blut. 


Diese eben genannte Beobachtung kann fiir einige Wirkungen des 
Arsenwasserstoffs auf das Blut, wie den Blutfarbstoff, verantwortlich 
gemacht werden. 

Schon von verschiedenen Autoren wurde die Haimolyse durch 
Arsenwasserstoff beschrieben und gedeutet. Labes (11) machte im 
wesentlichen das kolloidale Arsen dafiir verantwortlich. Er konnte 
auch eine hamolytische Wirkung desselben finden. Gebert (2) wandte 
dagegen ein, da diese nicht intensiv genug sei, um die Wirkung des 
Arsenwasserstoffs zu erklaren. Mit einem Arsensol, das ich in der oben 
geschilderten Art und Weise dargestellt hatte, versuchte ich vergeblich 
eine Haimolyse zu bekommen. Allerdings waren die von Labes auf 
anderem Wege erhaltenen Arsensole viel konzentrierter. Solche lieBen 
sich jedoch aus Arsenwasserstoff nicht erhalten. 


Neben der Wirkung des kolloidalen Arsens zog Labes auch die des Wasser- 
stoffsuperoxyds in Betracht, dessen Entstehung bei der Oxydation des 
Arsenwasserstoffs ihm prinzipiell méglich schien. Diese wurde inzwischen 
durch Henze (4) mit der Luminolreaktion direkt aufgezeigt. Labes erérterte 
bereits die Bedeutung der Katalase fiir die Haimolyse durch Wasserstoff- 
superoxyd, und er beschrieb auch eine Senkung der hamolytischen Grenz- 
konzentration auf den achten Teil durch Zusatz von 1 Millimol Cyankali 
Da er eine Hemmung der Katalase durch Arsenwasserstoff oder seine Um 
wandlungsprodukte in Rechnung stellte (die iiberdies fiir arsenige Saure 
bereits erwiesen ist), zog er den SchluB, ,,daB bei gewissen Versuchs 
bedingungen, bei gleichzeitiger Katalasehemmung, aktivierter Sauerstoft 
prinzipiell sich an der haimolytischen Wirkung beteiligen kann‘. 

Die Abhangigkeit der himolytischen Wirkung des Wasserstoffsupet 
oxyds von der Katalase ist ausfiihrlich von Rigoni (14) studiert worden. 
Er fand fiir Kaninchenblut als optimale hamolytische Konzentration 0,8 °,, 
und als kiirzeste Frist bis zum Eintritt der Haimolyse 45 Minuten. De 
gesamte Bereich fiir komplette Hamolyse variierte zwischen den engen 
Grenzen von 0,7 bis 1,2) (bei héheren Konzentrationen wurden die Blut 
kérperchen gehartet). Allerdings bemerkt Rigont mit guten Griinden, 
daB nur ein kleiner Teil des zugesetzten Wasserstoffsuperoxyds zur Wirkung 
komme; nach 5 bis 8 Minuten fand sich kein aktiver Sauerstoff mehr u 
den Ansatzen, obwohl die Haimolyse viel langere Zeit brauchte. 

Rigonit zeigte weiter, daB die himolytische Wirkung des Wasserstotf 
superoxyds um so starker ist, je geringer der Gehalt des Blutes an Katalase 
ist. Demgema8 wirkt es auf Blut in der Reihenfolge Kaninchen, Mensch, 
Rind und Hund. In der gleichen Reihenfolge steigt auch seine Wirkung 
auf den Blutfarbstoff (Methamoglobinbildung). 
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Eigene Versuche, durch Dialyse aus dem Reaktionsgemisch Blut- 
Arsenwasserstoff Wasserstoffsuperoxyd abzutrennen, fiihrten zu keinem 
Erfolg. Ebensowenig gelang es, solches wahrend seiner Bildung ab- 
zutrennen: In einer Kollodiumhiilse wurde Blut gleichzeitig mit Arsen- 
wasserstoff und Sauerstoff durchperlt und dann in der AuBenfliissigkeit 
die Benzidinprobe versucht. 

Natiirlich laBt sich durchaus denken, daB das Peroxyd infolge der Blut- 
katalase schon bei seiner Bildung wieder gespalten wird. Immerhin liegt 
die bei der Reaktion des Arsenwasserstoffs maximal auftretende Konzentration 
an Wasserstoffsuperoxyd sehr in der Nahe der Wirkungsgrenze zugesetzten 
Peroxyds. Doch entsteht hier das Peroxyd unmittelbar am Wirkungsort, 
wahrend es im anderen Falle erst durch das katalasehaltige Serum zu diesem 
diffundieren muB. So kénnte zu der Hamolyse bei der Umsetzung des 
Arsenwasserstoffs eine viel geringere Superoxydkonzentration geniigen, 
als der unmittelbare Hiamolyseversuch ergibt. 


DaB Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation von Arsenwasserstoff 
auftritt, wird auch noch durch weitere Tatsachen gestiitzt. Schon 
Meissner unterschied drei Stufen der Arsenwasserstoffwirkung auf Blut. 
Als stirksten Erfolg beschreibt er eine Ausfallung des Blutfarbstoffs 
und eine graugriine Verférbung. Dieser Vorgang erinnert nach Meissner 


sehr an die Bildung von Sulfhaimoglobin. Ferner beobachteten auch 
Lipschitz und Weber (13) einige UnregelmaBigkeiten im Spektrum eines mit 
Arsenwasserstoff behandelten Blutes. Barkan (3) hat nun gezeigt, daB das 
sogenannte Sulfhimoglobin einer Verbindung gleicht, die er Pseudo- 
hamoglobin nennt. Diese stellt er aus Hamoglobin durch Behandeln 
mit Wasserstoffsuperoxyd und Kaliumeyanid her. Sie hat eine sehr 
charakteristische Lichtabsorption [und ist wohl dem sogenannten Chole- 
globin Lembergs (15)| verwandt. AuBerdem wird bei dieser Reaktion das 
leichtabspaltbare Eisen im Blute vermehrt. Barkan vermutet nun, 
daB diese Verbindung auch bei der Behandlung von Blut mit Arsen- 
wasserstoff entstehen kénnte. 

Zur Priifung dieser Vermutung wurde eine Blutkérperchensuspension 
mit Arsenwasserstoff und Sauerstoff gleichzeitig wihrend etwa 30 Mi- 
nuten durchstrémt. AnschlieBend bestimmte ich mit der von Barkan 
angegebenen Methode das leichtabspaltbare Eisen. (Zum gréBten Teil 
war der Blutfarbstoff allerdings in Methamoglobin tibergegangen. DaB 
diese Umwandlung aber nicht fiir eine verstarkte Eisenabspaltung 
verantwortlich gemacht werden durfte, zeigte ein Kontrollversuch mit 
methamoglobinhaltigen Blutkérperchen nach Nitritbehandlung und 
Auswaschen: sie gaben durchaus denselben Wert wie eine normale 
Blutkérperchenaufschwemmung.) In zwei Versuchen fand ich nun: 


1. Leicht abspaltbares Eisen im unbehandelten 
0,25 10-® Mol/eem 
30 Minuten mit AsH, und O, durchperlt.. 0,45 10-° ,, 
2. Unbehandelt Io” °s 
Wie oben behandelt ao ee 
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Die Abspaltung erfolgte nur bei Zimmertemperatur und in einer 
Zeit von 12 Stunden; die Werte sind daher nicht ganz so hoch, wie 
Barkan angibt, der gewohnlich bei Brutschranktemperatur und mit 
24 Stunden Saéureeinwirkung arbeitete. Nahe liegt es auBerdem an 
zunehmen, die Werte fiir das leichtabspaltbare Eisen miiBten héhe: 
sein. Aber aus Methimoglobin lieB sich nach der Barkanschen Vorschrift 
kein ,,.Pseudohamoglobin*: darstellen. Da nun der Arsenwasserstof{ 
einen Teil des Blutes in Methimoglobin umgewandelt hat, so ging dieser 
wohl fiir einen Ubergang in Pseudohamoglobin verloren. Fiir die Pseudo 
hiamoglobinbildung laBt sich nach Barkan ebenfalls ein Peroxyd ver- 
antwortlich machen. 

Gessner und Koster (16) ermittelten, daB Oxydationsmittel wie Jod 
oder Selenit in geringen Konzentrationen die Hamolyse durch verschiedene 
Mittel (Saponin, Chloroform) férderten, da Reduktionsmittel wie Glu 
tathiol sie dagegen hemmten. Ihre Berufung auf die Feststellung von 
Bersin (17), nach der elementares Arsen die Autoxydation von Thiolen stark 
beschleunigt, scheint anzudeuten, daB sie in der Beseitigung des Hemmungs- 
faktors Glutathiol durch Arsen einen Anteil der himolytischen Wirkung 
des Arsenstoffs erblicken. 

{s stehen demnach zur Erklarung der Hamolyse durch Arsenwasser- 
stoff vier verschiedene Faktoren zur Diskussion: 

1. Direkte himolytische Wirkung des elementaren Arsens. 

2. Hemmung der Katalase durch Arsen oder Arsenverbindungen. 

3. Hamolytische Wirkung von Wasserstoffsuperoxyd. 

4. Beseitigung des hamolysehemmenden Glutathiols. 

Vermutlich wirken mehrere dieser Faktoren zusammen. Ob alle 
vier wirklich beteiligt und welche entscheidend sind, ist noch nicht 
endgiiltig zu sagen. Als sichergestellt kann jedoch gelten: 

1. Die Reaktion Arsenwasserstoff-Sauerstoff wird durch Blut 
stark beschleunigt. 


2. Als Produkte der Reaktion treten elementares Arsen, sowie 
aktiver Sauerstoff auf. Der letztere kénnte sowohl fiir die Methamo- 


globinbildung, fiir die Pseudohimoglobinbildung, wie auch _partiell 
fiir die Hamolyse verantwortlich gemacht werden. 


Zusammenfassung. 


Die Léslichkeit von Arsenwasserstoff in Wasser wurde erneut 
bestimmt und ihre Temperaturabhangigkeit festgestellt. Der Bunsen sche 
Absorptionskoeffizient ergab sich fiir 26° zu 0,225. Die Léslichkeit 
wird durch Elektrolyte erheblich vermindert, durch EiweiB dagegen 
erhéht. Frisches Blut, wie gewaschene Blutkérperchen binden bei 
sicherem AusschluB von Sauerstoff keinen meBbaren Betrag von Arsen- 
wasserstoff, vielmehr ist die aufgenommene Menge wieder vollig zu 
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beseitigen. Anders lautende Befunde diirften auf ungeniigendem Aus- 
schluB von Sauerstoff oder Verwendung von zu altem Blut beruhen. 
Bei Gegenwart von Sauerstoff tritt neben Methamoglobin ein weiteres 
Derivat des Blutfarbstoffs auf. Dies war mit Hilfe der Bestimmung 


des leicht abspaltbaren Eisens zu belegen. Damit gewinnt das Auftreten 


von Wasserstoffsuperoxyd bei der Reaktion zwischen Arsenwasserstoff 
und Blut erneut an Bedeutung. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Theoretischer Teil. 

Die grundlegende Entdeckung von W. Grafmann und Mitarbeitern ! 
iiber die Aktivierbarkeit von Papain durch Sulfhydrylverbindungen 
hat unsere Anschauungen tiber die Wirksamkeit und Wirkungsweise 
von hydrolysierenden Fermenten in entscheidender Weise beeinfluBt. 
Auf diesem Befund aufbauende systematische Untersuchungen riickten 
die Bedeutung von T'hiol-Disulfid-Systemen bei diesen Biokatalysatoren 
in den Mittelpunkt der Betrachtungen. 7h. Bersin 2 hat in mehreren 
Arbeiten fiir das aktive Papain Thiolnatur gefordert, eine Vorstellung, 
die dann auch von L. Hellermann und M. E. Perkins 3 und von A. Purr 4 
vertreten wurde. Fiir die Papainwirksamkeit sollen nicht nur aktive 
SH-Gruppen mit ihrer charakteristischen Reaktionsfaihigkeit im Ferment- 
molekiil selbst, sondern auch SH- und SS-Gruppen in Begleitstoffen von 
EiweiB- und Peptidnatur wichtig sein. Die Proteinnatur von Papain 
kann nach den Untersuchungen von A. K. Balls, H. Lineweaver und 
R.R. Thompson ® iiber die Darstellung kristallisierter Praparate aus 
dem Milchsaft griiner Papayafriichte als erwiesen angesehen werden. 
Nach den derzeitigen Anschauungen iiber die aktive Gruppe im Papain 
und tiber dessen natitirliche Aktivatoren von Thiolnatur muB dem 
Schwefelgehalt von Enzympraparaten im Zusammenhang mit der Wirk- 
samkeit erhéhte Bedeutung beigemessen werden. Hieriiber liegt bis 
jetzt merkwiirdigerweise keine eingehendere Untersuchung vor. Jeden- 
falls erlauben die bisherigen Angaben in der Literatur keine befriedigende 
Ubersicht iiber die Verbindungen, die den Schwefelgehalt des Papains 
reprasentieren. Da wohl sicher eine direkte Verkniipfung der Ferment- 


* D 20. 

1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 183, 1930; 194, 124, 1931; Angew. 
Chem. 44, 105, 1931; Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 79, 1936. — ? Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 220, 209, 1933; 222, 177, 1933; 283, 59, 1935; diese Zeitschr. 
278, 340, 1935; Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 68, 1935; vgl. 2. Maschmann 
u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933; diese Zeitschr. 
277, 97, 1935. — 3 J. of biol. Chem. 107, 241, 1934. — +4 Biochem. J. 29, 
13, 1935. — 5 Science (New-York) 86, 379, 1937. 
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wirksamkeit mit dem Schwefelgehalt besteht, hielten wir eine Erginzung 
unserer Kenntnisse nach dieser Richtung fiir wiinschenswert. 


Das Papainproblem weist in vielen Punkten die charakteristischen 
Ziige der Thiol-Disulfid-Chemie auf. Dies gilt in besonderem MaBe 
hinsichtlich der Beeinflussung der Fermentwirksamkeit durch Oxy- 
dations- und Reduktionsmittel. Die reduktive Offmung von SS-Bin- 
dungen, die zu einer Aktivierung von Papain fiihren kann, wird unter 
gewissen Umstinden von einer hydrolytischen Aufsprengung der SS-Bin- 
dungen! nach folgender Gleichung erganzt : 


R-SS-R-+ HOH R-SH+ R-SOH. (A) 


Es fragte sich, ob auch diese typische Reaktionsfahigkeit, die gerade 
bei einer Reihe von Cystinderivaten zutage trat, im Rahmen des Papain- 
problems zu beachten war. Friihere Untersuchungen lieSen zwar eine 
solche Méglichkeit zu, es war aber auf keinen Fall ohne weiteres eine 
Ubertragung der an einfachen Systemen gewonnenen Gesetzmabig- 
keiten auf ein Fermentsystem zulissig. Es wurde auch hier eine Ent- 
scheidung in der einen oder anderen Richtung angestrebt. Zugleich 
ergaben diese Ziele der vorliegenden Arbeit Gelegenheit, Methoden 
der Fermentreinigung und der Aktivierbarkeit zu untersuchen und 
gewisse Enzymeigenschaften festzulegen. 


An rohen Papainsorten standen sehr aktive, unverdiinnte Handels- 
praparate und aus Milchsaft von uns selbst dargestellte Praparate zur Ver- 
fiigung. Zur Reinigung wurden in erster Linie Umfallungen aus wisseriger 
Lésung mit Aceton oder Methanol bei gleichzeitiger Inaktivierung mit Hydro- 
peroxyd nach Bersin* herangezogen. AufschluBreich war in diesem Zusammen- 
hang ein mehrfaches Umfallen mit Methanol und die anschlieBende frak- 
tionierte Behandlung der Fallungen mit Wasser®. Diese Reinigungsmethode 
erzielte in erster Linie eine wesentliche Verringerung der anorganischen 
Begleitsubstanzen. Die qualitative Untersuchung der Papainasche eigab 
das iibliche Bild der Zusammensetzung einer Pflanzenasche. Die Roh- 
praparate enthielten gréBere Mengen von in Wasser unléslichen Anteilen. 
Die Umfallung mit Aceton oder Methanol entfernte diese Bestandteile, 
die anorganischer und organischer Natur sind, sehr weitgehend. Wichtig 
ist, daB umgefillte Priparate und frischer Milchsaft auch bei schonender 
Trocknung ihre Wasserléslichkeit teilweise einbiiBten. Es hangt dies mit 
einer EiweiBdenaturierung zusammen. Fallung mit organischen Lésungs- 
mitteln scheint ganz allgemein zu einem erheblichen Aktivitétsverlust 
zu fiihren, der aber durch Aktivatoren wieder weitgehend riickgdngig ge- 
macht werden kann. Vielleicht spielt auch hierbei eine reversible Denatu- 
rierung eine Rolle. 


1 A. Schéberl u. P. Rambacher, Liebigs Ann. 538, 84, 1939. —- ? Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 220, 209, 1933; 222, 177, 1933; 233, 59, 1935; diese 
Zeitschr. 278, 340, 1935. 3 Hierbei konnten wir ebenfalls schon vor 
langerer Zeit das Auftreten von kristallisiertem Papain beobachten. 
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Es ist nicht verwunderlich, daB bei der Fermentreinigung de: 
Stickstofjgehalt anstieg und sich jenen von EiweiBstoffen anglich!, 
Beachtenswert bei der Untersuchung der N-Bilanz war nur, daB mit 
der Umfallung des Rohpapains eine wesentliche Verringerung des 
Aminostickstoffs einherging. So betrug dieser z. B. in einem un 
behandelten Praparat 25,1 °, des Gesamtstickstoffs und sank nach 
einmaliger Methanolbehandlung auf 9 °,, herab. Dies wird auf die Ent 
fernung von niedermolekularen EiweiSbruchstiicken zuriickzufiihrey 
sein und es ist interessant, daB man die Entfernung von Aktivatoren 
von Peptidnatur aus dem Papain an einer Bestimmung des Amino. 
stickstoffs nach van Slyke erkennen kann. 

Besonders eingehend ist der Schwefelgehalt der Fermentpraparate. 
tiber den nur gelegentlich Angaben gemacht wurden2, untersucht 
worden. DaB er in Rohpraparaten schwankte, war nicht verwunderlich. 
In drei Proben betrug er 2,75, 3,1 und 3,17 %. Umfallung bewirkte 
zunadchst eine deutliche Erhéhung (von 2,75 auf 3,59 bzw. 3,1 °,). 
aber dies scheint fiir eine etwaige Reinigung nicht charakteristisch 
zu sein, da mehrfaches Umfallen wieder zur Norm zuriickfiihren kann 
Wichtig ist, daB auch bei den wmgefallten Praiparaten rund die Halfte 
des Gesamtschwefels auf anorganisch gebundenen Schwefel, und zwar 
auf Sulfatschwefel zuriickzufiihren war. Wenn man sich an die in der 
Pflanze mégliche Synthese von Cystin erinnert, laBt sich diskutieren. 
daB organische Schwefelsiureester im Papain vorkommen. 

Bei einer Betrachtung des organisch gebundenen Schwefels mubte 
zwischen aktivatorhaltigem und aktivatorfreiem Papain unterschieden 
werden. Ein erheblicher Teil von diesem liegt im Thiol-Disulfidsystem 
vor. Trotzdem durch Umfallung schwefelhaltige organische Begleit- 
stoffe entfernt wurden, sank der Gehalt an organisch gebundenem 
Schwefel, der etwa 1,5 % betrug, nicht wesentlich. In Rohpraparaten 
lassen sich bekanntlich leicht SH- und SS-Gruppen nachweisen, wobei 
das ‘Verhaltnis beider von der Art der Herstellung der Lésungen, von 
Spuren von Schwermetallkatalysatoren und von der Einwirkung des 
Luftsauerstoffs abhangt. Es lat sich jedoch nicht ohne weiteres ent- 
scheiden, ob diese Gruppen niedermolekularen Peptiden oder Proteinen 
angehéren. Allerdings konnte durch kolorimetrische Messungen mit 


x 


Phosphorwolframséure? an den Enzymlésungen gezeigt werden, dal 


1 Vgl. Sh. Maeda, Bull. chem. Soc. of Japan 12, 319, 1937. — ? Vgl. 
z. B. W. GraBmann, diese Zeitschr. 279, 131, 1935; EB. Maschmann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 228, 141, 1934; Th. Bersin, Sitz.-Ber. Ges. Férd. ges. 
Naturw. Marburg 71, 57, 1936. — *? Zu beachten sind hierbei die friiheren 
Feststellungen iiber den EinfluB des pH und iiber die Frage der Ver- 
doppelung der Farbstarke durch Sulfitzusatz (Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 71, 2361, 1938; Liebigs Ann. 588, 84, 1939). 
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im Papain keine gréBeren Mengen von freiem Cystein bzw. Cystin vor- 
kommen. 

Als Haupttrager des organisch gebundenen Schwefels kam in erster 
Linie Cystin in Frage. Es wurden also an auf verschiedene Weise durch- 
hydrolysierten Papainlésungen solche Bestimmungen durchgefiihrt. 
In Rohpraparaten schwankte der Cystingehalt (3,4, 2,15 und 2,15°,). 
Bei den Hydrolysen entstanden groBe Mengen von Huminsubstanzen, 
die viel Schwefel enthielten. Die Umfallung der Praparate verursachte 
eine wesentliche Erhéhung des Cystingehaltes. So stieg dieser z. B. 
von 3,68°, auf 4,64 bzw. 
5,93° an. Damit sind | eee 
schon recht betrachtliche m : tier rd 
Cystinwerte erreicht!. Wie 
bei der Untersuchung des 
Keratins der Schafwolle?, 
zeigte sich auch hier so- 
fort, daf die langen in 
der Literatur angegebenen 
Hydrolysenzeiten zu star- 
ken Cystinverlusten’ fiihren. 
Die Verfolgung der Geschwindigkeit einer Saurehydrolyse von Papain- 
eiwei8 durch parallele van Slyke- und Cystinbestimmungen ergab, 
daB nach etwa 6 Stunden samtliche Peptidbindungen aufgebrochen 
waren und schon nach dreistiindiger Hydrolyse richtige ,,Cystin‘’- 
Werte erhalten wurden (Abb. 1). Die kolorimetrische Bestimmung 
mit Phosphorwolframséure gestattet also auch beim Papain die Er- 
mittlung von SS-Aquivalenten in héhermolekularen Eiweifbruch- 
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Abb. 1. Siéiurehydrolyse von Papain. 


stticken. 

Es zeigte sich sehr bald, daB der organisch gebundene Schwefel 
nicht allein als Cystin vorliegen konnte. Papain enthalt vielmehr auch 
Methionin, und zwar fanden wir in zwei Praparaten 1,12 bzw. 1,47 °5. 
Die zur Methioninbestimmung benutzte Methode der Abspaltung von 
Methyljodid durch Behandlung mit Jodwasserstoffsaure von H. D. 
Baernstein gestattet, wie wir fanden, die Erfassung von reinem Methionin 
nur zu 93,5°,. Wahrscheinlich sind die Verluste auf Methylmercaptan- 
bildung zuriickzufiihren. Nach anderen Schwefelverbindungen wurde 
zunichst nicht gesucht. Es erscheint aber dringend nétig, den Schwefel- 


1 Hiernach sind die Feststellungen von Sh. Okumura, Bull. chem. Soe. 
of Japan 13, 534, 1938, schwer verstindlich, der in einem gereinigten Papain- 
praiparat iiberhaupt keine SH- und SS-Gruppen nachweisen konnte. — 
2 Diese Zeitschr. 295, 377, 1938. * Bei 48stiindiger Hydrolyse Verluste 
von 10 bis 20%. 
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gehalt von Papainpraparaten im Zusammenhang mit Reinigungs. 
methoden weiter zu verfolgen!. Zur Ubersicht ist in Tabelle I die 
Schwefelbilanz verschiedener Papainpraparate zusammengestellt : 


Tabelle I. Schwefelbilanz von Papainpraparaten. 





- Gesamt-S Anorganischer Cystein-S Methionin-S 
Priparate in 9» S in J in %Jo in 5 


1 1,65 0,90 0,24 
3,1 1,76 0,57 0,32 
3,59 1,79 1,24 
3,1 1,58 1,58 


W 3226 3, 
Papain I é 
II 


« 
” 


Nach AbschluB der vorliegenden Untersuchungen haben auch 
B. Kassell und E. Brand? Versuche iiber die Schwefelverteilung im 
Papain mitgeteilt. Ihre Ergebnisse decken sich mit den unsrigen. 
Jedoch méchten wir uns zu der Tatsache, daB nach den bisherigen Zahlen 
der organisch gebundene Schwefel nicht véllig von Cystin +- Methionin 
gedeckt wird, auch nach den Vermutungen von F. Micheel® heute 
noch nicht auBern. 

Die Identifizierung des natiirlichen Papainaktivators in einem Handels- 
priparat mit SH-Glutathion gelang auch uns nicht, obwohl eine Reinigung 
des abgetrennten Thiols iiber das Cupromercaptid durchgefiihrt wurde. 
Jedoch kann man, wie schon W.GraBmann? feststellte, Cysteinpeptide 
leicht abtrennen und durch kolorimetrische Messungen mit Phosphor- 
wolframsaure als solche erweisen. Im frischen Milchsaft scheint aber nach 
neuen Untersuchungen SH-Glutathion neben anderen Aktivatoren doch 
vorkommen zu kénnen. C. V. Ganapathi und B. N. Sastri>’ gaben jiingst 
die Isolierung der Cuproverbindung von SH-Glutathion aus dem Milchsaft 
der Carica papaya bekannt und auch M. Frankel und R. Maimin® teilten 
Versuche in dieser Richtung mit. 

Die Wirksamkeit der Enzymprdparate wurde durch van Slyke- 
Bestimmungen ermittelt. Bei Fragen der Aktivierbarkeit, wobei mit- 
unter auch schon kleine Unterschiede in der Aktivitaét von Interesse 
sein kénnen, scheint uns diese Methode gegeniiber der sonst allgemein 
iiblichen Titrationsmethode nach R. Willstdtter und Waldschmidt- Leitz 
Vorteile zu besitzen und manche Unsicherheitsfaktoren auszuschlieBen. 
Zur Charakterisierung der Praparate wurde ein sogenannter Spaltungs- 
index (Spalt.-Ind.) eingefiihrt, den wir aus dem folgenden Quotienten 


errechneten: 


Verbrauch an cem n/10 Saure’ 


SRE 100. 
Papaineinwaage 


1 Vgl. R. Kuhn u. Mitarbeiter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 72, 407, 
1939. — 2 J. of biol. Chem. 125, 435, 1938. — * Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 72, 68, 397, 1939. — 4 Diese Zeitschr: 279, 131, 1935. — 5 Proc. 
Indian Acad. Sci. Sect. B. 8, 399, 1938. — ® Nature (London) 140, 1015, 
1937. — 7 Dieser Séureverbrauch ist den waihrend der Hydrolyse in Frei- 


heit gesetzten NH,-Gruppen dquivalent. 
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Die mit H,O, behandelten Praparate zeigten noch eine deutliche 
Aktivitat, waren also wohl noch nicht véllig durchoxydiert !. Besonders 
aktiv waren mehrfach umgefiallte Praparate, die aber nicht als Trocken- 
substanz isoliert wurden. So fand man in einem Falle eine 21/,fache 
Wirkungssteigerung gegeniiber dem Rohpraparat, ohne daB ein Aktivator 
zugesetzt zu werden brauchte. Stellte man aus diesen hochaktiven 


Enzymlésungen Trockensubstanzen dar, so war damit ein starker, aber 
weitgehend reversibler Aktivitatsabfall verbunden. Auch diese Beob- 
achtungen regen zu eingehenderen Untersuchungen an und erfordern 
im Rahmen der Papainaktivierung Beriicksichtigung. 

Beim Studium der HCN-Aktivierung fiel sofort auf, daB sich 
umgefallte Praparate viel starker als das rohe Enzym aktivieren lieBen. 
Erstere zeigten Wirkungssteigerungen von weit iiber 100°,. Erst nach 
maximaler Aktivierung ist ein Vergleich der Wirksamkeit und damit 
eine Aussage tiber den Grad der erreichten Reinigung zulassig. 

SchlieBlich wurde noch die Aktivierung der verschiedenen Papain- 
praparate durch SH-Verbindungen ausfihrlich untersucht 2. Zu_be- 
achten ist, daB beim ungereinigten Enzym die Thioglykolsiure der HCN 
als Aktivator deutlich unterlegen war, was vermutlich auf Schwermetall- 
spuren zuriickzufiihren sein wird*. Dagegen konnte man die um- 
gefallten Praparate wiederum sehr weitgehend mit Thioglykolsaiure 
aktivieren. Interessant ist, daB die Blockierung der SH-Gruppe mit 
der nur aquivalenten Menge Zink unter Bildung des Mercaptides die 
Aktivierbarkeit véllig aufhob. Zinksalze miissen daher als starke Enzym- 
gifte angesehen werden *. Die Priifung verschiedener S H-Verbindungen 
wurde veranlaBt einerseits durch die vor einiger Zeit gemachte Beob- 
achtung®, daB «-Thiolcarbonséuren stdrkere Reduktionsmittel ‘als 
B-Thiolcarbonsauren darstellen, und andererseits durch die Befunde von 
Bersin® und von Maschmann® iiber eine bevorzugte Papainaktivierbar- 
keit durch SH-Glutathion und Cystein. Da die Aktivierung mit S H-Ver- 
bindungen auf eine Reduktion von SS-Gruppen zuriickzufiihren ist, 
muB die Hohe des Redoxpotentials dieser Aktivatoren eine Rolle 
spielen 7. Unsere umgefillten Praparate lieBen sich mit Thiohydracryl- 
siure ebenso weitgehend wie mit Thioglykolsaure aktivieren und beide 


1 Nach voélliger Oxydation der SH-Gruppen noch vorhandene, geringe 
Aktivitaéten wiirden iibrigens nicht gegen die Thiolnatur des Papains 
sprechen. — * Vgl. auch die Untersuchungen von Th. Bersin u. W. Loge- 
mann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 220, 209, 1933 und von EF. Maschmann 
u. EH. Helmert, ebenda 222, 207, 1933. — * Die Beobachtung dieses Effekts 
diirfte von der Thioglykolsaurekonzentration abhangen. 4 Vol. H. A. 
Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 5 A. Schéberl u. F. Krumey, Ber. 
71, 2361, 19388. — °® Th. Bersin u. W. Lojgemann, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 220, 209, 1933 und von EF. Maschmann u. E. Helmert, ebenda 222, 
207, 1933. — 7 Vgl. die Diskussionsbemerkung von E. Maschmann, Angew. 
Chem. 51, 403, 1938. 

21 * 
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Systeme waren Cystein und SH-Glutathion nicht nur nicht unterlegen 
sondern tibertrafen sie sogar noch etwas. Thioglykol- und Thiohydracry| 
siure kénnen nach unseren Feststellungen als sehr geeignete Mitte! 
fiir eine maximale Aktivierung von gereinigtem Papain angesehen werden. 
Da Aktivierungen mit SH-Verbindungen sehr stark vom Reinheits. 
grad der Fermentpraparate und von auBeren Umstainden abhangen. 
erscheint es fraglich, ob man heute schon Angaben der verschiedenen 
Arbeitskreise in quantitativer Hinsicht miteinander vergleichen darf. 

In vielen Modellversuchen wurde gezeigt, daB die hydrolytische 
Aufsprengung der SS-Bindung (Gleichung A) zwar in alkalischer 
Lésung mit besonderer Leichtigkeit erfolgt, daB sie aber auch, was 
gelegentlich nicht beachtet wird, in saurer und neutraler Lésung ein- 
treten kann'. Es war schon aus diesem Grunde an eine Koppelung 
jener zu einem reduzierenden Milieu fithrenden Hydrolyse mit enzymati- 
schen Vorgangen zu denken. Auch in dieser Beziehung mu8 beim 
-apain die Reaktionsfahigkeit von SS-Gruppen im Ferment selbst 
oder in Begleitstoffen und Aktivatoren beachtet werden. Als einen 
ersten VorstoB in dieser Richtung versuchten wir zundchst die Akti- 
vierung von Papain tiber die hydrolytische Aufspaltung der SS-Bindung 
in Dithiodiglykolséure hinweg und greifen damit die Aktivierbarkeit 
des Enzyms durch Disulfide auf einer neuen Grundlage auf. Es muBte 
zu diesem Zweck Papain mit Dithiodiglykolsiure unter Bedingungen 
behandelt werden, die wohl eine Hydrolyse der SS-Bindung, aber keine 
Schadigung des Enzyms hervorriefen. Diesen beiden Forderungen 
war durch Wahl einer geeigneten Alkalikonzentration und einer Re- 
aktionstemperatur von 40° zu geniigen. Der Chemismus der Papain- 
aktivierung ergibt sich dabei aus Gleichung A; entweder kann diese 
durch die SH-Verbindung oder den H,S erfolgen, der aus der Sulfen- 
siure HOOC-CH,-SOH entsteht. Da die Geschwindigkeit der 
SS-Hydrolyse stark von der Alkalikonzentration abhangt, war in 
jedem Falle die Untersuchung der Papainschaidigung durch Alkali 
erwiinscht. Nach Ermittlung des Alkalibindungsvermégens von Papain 
stellte man daher durch Zugabe von NaOH eine bestimmte Alkali- 
konzentration ein und inkubierte das Ferment 5 Stunden lang bei 46° 
AnschlieBend erfolgte die Aktivitatsbestimmung ohne und mit Thio- 
glykolsiure als Aktivator. Im Vergleich zu anderen Enzymsystemen 
erwies sich das Papain dabei nicht als titbermaBig empfindlich, wofiir 


iibrigens auch einige Angaben der Literatur sprechen*. Erst oberhalb 


pu 10 begann sich eine deutliche Schadigung bemerkbar zu machen, 


1 4. Schéberl u. H. Eck, Liebigs Ann. 522, 97, 1936; Naturwiss. 28, 
391, 1935. 2 E. M. Frankel, J. of biol. Chem. 31, 201, 1917; W. EF. 
Ringer, B. W. Grutterink, Zeitschr. f. physiol. Chem. 156, 275, 1926. 
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die dann um px 11 schon recht erheblich wurde. Urspriingliche 
Aktivitat und Aktivierbarkeit mit Thioglykolsiure nahmen in gleichem 
MaBe ab. Immerhin betrug auch bei py etwa 11 die Wirkungs- 
steigerung noch iiber 50 °,, gegeniiber 130°, beim unbehandelten Papain. 
Diese Schadigung lieB sich nun weitgehend dadurch ausschalten, daB 
man die Inkubation mit NaOH bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
SH-Verbindungen, besonders von Thioglykolsiure, vornahm. Dieser 
schiitzende EinfluB von Thiolen auf Papain ist beachtenswert und legt 
die Annahme nahe, daB SH-Gruppen im Ferment gegeniiber Alkali 
stabiler sind als SS-Gruppen, eine Feststellung, die uns von Modell- 
versuchen her bekannt ist. 

Im AnschluB an diese Befunde erfolgte dann die Inkubation von 
Papain mit Dithiodiglykolsdure bei 40° tiber 5 Stunden. Eine Aktivitats- 
bestimmung, in Citratpuffer in tiblicher Weise durchgefiihrt, gab dann 
schlieBlich tiber eine etwaige Wirkungssteigerung Auskunft. In allen 
Fallen beobachtete man nach eingetretener Hydrolyse der SS-Bin- 
dungen im Disulfid sehr starke Aktivierungseffekte am Papain. Der 
unmittelbare Zusammenhang zwischen SS-Hydrolyse und Aktivierung 
war schon daran zu erkennen, da bei einer vorliegenden Aktivierung 
in den Ansatzen reduzierende Substanzen (Thioglykolsaure und H,S$) 
nachgewiesen werden konnten, deren Menge mit zunehmendem py 


ebenfalls anstieg. Bei pu 10 stellte sich zuerst eine deutliche Akti- 
vierung ein, was den Beginn der SS-Hydrolyse anzeigte. Bei pu = 9 


bzw. 9,5 war noch keinerlei Aktivierung und damit SS-Hydrolyse 
beobachtet worden. Die Wirkungssteigerung betrug bei pu 10 
bereits 48,4 °, und bei Erhéhung des py auf 11 bis 11,5 waren Aktivitats- 
steigerungen von 80 bis 90°, vorhanden. Damit war bewiesen, dai 
Dithiodiglykolsaure unter optimalen Bedingungen Papain fast genau 
so weitgehend aktivieren kann, wie Thioglykolséure!. Zugleich geht 
aus den Versuchen hervor, dai diese neuartige Papainaktivierung zur 
Feststellung einer stattgefundenen SS-Hydrolyse brauchbar ist. Was 
den Chemismus der Aktivierung anlangt, so wird nach den heutigen 
Anschauungen dartiber die Annahme von Reduktionsvorgangen an 
SS-Gruppen im Papainpraparat nahegelegt. Die Sulfensiure und 
sekundére Spaltprodukte aus ihr, die man bei der Alkalieinwirkung 
auf Dithiodiglykolsiure erhalt, scheinen das Ferment nicht wesentlich 
zu schadigen. In ihrem Verlauf ist die Dithiodiglykolsiureaktivierung 
jener mit Thioglykolsaure véllig an die Seite zu stellen. Dies lieB sich 
auch aus Aktivierungsversuchen itiber lingere Zeiten (24 Stunden) 


1 Vgl. den Vortrag von A. Schdberl auf der Reichsarbeitstagung des 
Vereins Deutscher Chemiker in Bayreuth am 9. Juni 19388, Angew. Chem. 
51, 402, 1938. 
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deutlich erkennen. Die Versuche sind von verschiedenen Bearbeitern 
tiberpriift worden und sind vom Fermentpriaparat unabhangig. Die 
Uberpriifung anderer labiler Disulfide fiihrte bis jetzt noch nicht zu 
vollig eindeutigen Ergebnissen, was weitere Untersuchungen ndétig 
macht. 


Es ist mit den vorliegenden Versuchen, was ausdriicklich betont 
sei, noch nicht bewiesen, ob der neu gefundenen Aktivierung von Papain 
durch ein Disulfid eine zellphysiologische Bedeutung zuakommt. Jedoch 
wird man gut daran tun, beim Studium der Aktivierbarkeit hydroly- 
sierender Fermente auch die Méglichkeit der hydrolytischen Offnung 
von SS-Bindungen, die leicht auch fermentativer Natur sein kann, in 
Erwagung zu ziehen. Es ist jedenfalls beachtenswert, da bei Anwesen- 
heit reaktionsfahiger SS-Gruppen allein die Aufrechterhaltung einer 
gewissen Alkalikonzentration das fiir eine maximale Fermentwirksamkeit 
nétige reduzierende Milieu gewahrleistet. Man kénnte diese Gedanken- 
ginge leicht zu weiteren Spekulationen benutzen. Jedoch stellen wir 
diese zuriick, bis neue Ergebnisse erzielt sind. 

Die Untersuchungen sind durch die Deutsche Forschungsgemeinschajt 
und die Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften an der Universitit 
Wiirzburg unterstiitzt worden. Die Firma F'r. Witte in Rostock iiberlie® 
in dankenswerter Weise gréBere Mengen von reinem Papain. 


B. Beschreibung der Versuche. 
I. Die benutzten Papainpraparate. 


Praparat I. Das Praparat wuide gewonnen aus den Friichten von 
Carica papaya, die im Warmhaus des Wiirzburger Botanischen Instituts 
zur Aufzucht gelangte'. Die melonenartigen Friichte wurden im Abstand 
von 3 bis 4 Tagen im noch griinen, nicht ganz ausgereiften Zustand, an 
der Fruchtbasis beginnend, in parallelen Strichen mit einer Glasschneide 
geritzt und der sofort austretende, zur Gerinnung neigende Milchsaft in 
einer Flasche aufgefangen. Der Milchsaft wurde dann sofort bei gew6hnlicher 
Temperatur im Vakuum iiber CaCl, véllig eingetrocknet. Nach dem Zer- 
reiben der spréde gewordenen Masse erhielt man ein fast weiBes Pulver, 
das durch geringe Chlorophyllmengen schwach griinstichig war. 

Praparat II. Dieses Praiparat wurde aus dem Handelsprodukt de1 
Firma Witte, Rostock (W 3047) durch Oxydation in wisseriger Lésung 
mit H,O, und anschlieBender Umfallung mit Aceton nach Bersin? hergestellt. 
50 g Papain léste man in 200 cem Wasser bei etwa 35° und filtrierte in de1 
Kalte. 122cem des schwach triiben, bréunlichen Filtrats entsprachen 
einem Jodverbrauch von 24,4 cem n/10 Jodlésung (festgelegt durch Titra- 
tion zweier 5 ecm Proben), der 0,0415 g H,O, aquivalent ist. Die Papain- 
lé6sung wurde deshalb durch tropfenweise Zugabe von 1,38 cem 3 %igem H,0, 
unter Riihren oxydiert. Nach zweistiindigem Stehen fallte man mit 200 cem 


1 Fiir die bereitwillige Uberlassung der Friichte danken wir Herrn 
Professor Burgeff vielmals. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 177, 1933. 
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Aceton. Die erst flockig weiBe Fallung, die schlieBlich zu einer schleimigen 
Masse mit gelblich brauner Farbe absitzt, wurde abfiltriert, im Vakuum 
getrocknet und pulverisiert (etwa 50% Ausbeute). 

Praparat III. Das zur Aktivator-Isolierung (siehe spater) mit H,S 
behandelte und mit Methanol ausgefallte Handelsprodukt W 3047 wurde 
abermals in Lésung gebracht, mit einer durch jodometrische Titration 
bestimmten Menge von 3 %igem H,O, inaktiviert und mit Methanol noch- 
mals gefallt, abzentrifugiert und getrocknet. 

Priparat IV und V. Die Herstellung beider Praparate erfolgte in gleicher 
Weise. 20g Papain W 3047 wurden in 150 ccm Wasser bei 40° gelést und 
vom unléslichen Anteil abzentrifugiert. Nach vierstiindiger Behandlung 
mit H,S setzte man unter Kiihlung und Riihren Methanol bis zu einer 
Alkoholkonzentration von 70% zu. Die milchigweiBe Fallung wurde ab- 
zentrifugiert und zweimal mit 70°%igem Methanol gewaschen. Es wurde 
nun abermals in méglichst wenig Wasser gelést und mit 70 °4igem Methanol 
gefallt. Diese Umfallung wiederholte man sechsmal. Das so angefallene 
Papainpraparat wurde nur tetlweise in sehr wenig Wasser’ gelést und nach 
dem Abzentrifugieren und AbgieBen des leichter  léslichen Anteils 
(Lésungen IVb, Vb) wurde der Riickstand ebenfalls mit wenig Wasser 
aufgenommen (Lésungen [Va und Va). Diese Lésungen benutzte man 
entweder direkt zu einzelnen Bestimmungen oder stellte aus ihnen durch 
Ausfallen mit Methanol Trockenpraparate dar. Die trockenen Substanzen 
waren unterschiedlich im Aussehen. Die Lésungen [Va und Va lieferten 
weibe, pulverige Substanzen, wihrend aus den Lésungen IVb und Vb 
hornartige, graugelbe und spréde Massen anfielen. Lésungen von IVb 
und Vb schiumten stark, zeigten eine negative Nitroprussidnatrium- 
reaktion, die mit KCN stark positiv wurde, und lieferten mit alkalischer 
Plumbitlésung starke PbS-Bildung. 

Praparat VI. Es wurde nach eigenen Angaben wie Praparat I aus den 
Friichten des Melonenbaumes, die aus dem Gewachshaus des Biolaboratoriums 
Oppau der I.-G. Farbenindustrie stammten, hergestellt?}. 

Ferner fanden noch sehr aktive Handelspriparate der Firmen Ff. Witte 
(W 3226, W 3096, W 3047) und EF. Merck (1: 350) Verwendung. 


Versuche zur Reinigung von Papain mit Phosphorwolframsdure. 


50 g Papain W 3047 wurden in 500 eem Wasser gelést, vom unléslichen 
Anteil abfiltriert, das Filtrat mit einer L6sung von Phosphorwolframsaure 
(50 g auf 100 cem 30% ige Essigsaure) gefallt und abzentrifugiert. Die mit 
Wasser gewaschene Fallung wurde in 300cem Wasser aufgeschlemmt 
und unter Riihren mit pulverisiertem und in Wasser suspendiertem Ba (OH), 
versetzt, bis Lackmus alkalisch reagierte (3 Stunden). Nach mehrstiindigem 
Stehen zentrifugierte man das Bariumphosphorwolframat ab. Die ab- 
gegossene Fliissigkeit zeigte eine positive Biuretreaktion und eine negative 
Plumbitreaktion, die Fallung aber eine sehr starke Plumbitreaktion. Die 
so angefallene Lésung wurde nach der quantitativen Entfernung des Ba 
durch CO, im Vakuum bei 35 bis 40° auf 135 cem eingeengt. In dieser 
Lésung waren 9,45 g Substanz enthalten, die aber auch nach Aktivierung 
mit HCN keine Papainwirkung zeigte. Die Fallung von Bariumphosphor- 


1 Die Verarbeitung des Milchsaftes wurde in freundlicher Weise an 
Ort und Stelle von der I. G. Farbenindustrie besorgt. 
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wolframat wurde mehrere Stunden lang mit 40° warmem Wasser bei ve: 
schiedenem px digeriert und jeweils abzentrifugiert. Jedoch lieB sich aui 
diese Weise kein schwefelhaltiger EiweiBkérper aus der Fallung abtrennen 
Dies gelang auch nicht durch langere Behandlung der Fallung mit iiber 
schiissigem Baryt. 

Die rohen Papainsorten hinterlassen bei der Extraktion mit Athe1 
geringe Mengen von verseifbaren, gelblichen Fetten, die bei mikroskopische: 
Betrachtung Kristalle einschlieBen. Die Liebermannsche Reaktion aut 
Sterine in diesem Riickstand war deutlich positiv. — In der Asche des 
Papains (Veraschung im offenen Tiegel) wurde qualitativ nachgewiesen: 
Na, K, Mg, Ca, Fe, PO,, SO,, Cl, SiO,. — Die Papainlésungen zeigten 
die fiir EiweiBlésungen charakteristischen Fallungsreaktionen: Koagulier- 
barkeit bei verschiedenem px und beim Erhitzen, starke Fallungen mit 
alkoholischer Bleisalzlésung, Pikrinséiure, Phosphorwolframséure, sowie 
mit Ammonsulfat, Alkohol und Aceton. — Deutlich positiv, jedoch fiir die 
einzelnen Praparate verschieden, waren die Reaktionen mit Nitroprussid- 
natrium + KCN, mit alkalischer Plumbitlésung und mit 9-Wolframphosphor-. 
saure (im nachfolgenden als W.Ph.S.-Reagens abgekiirzt). 

Feuchtigkeitsbestimmungen. Tabelle I enthalt einige Beispiele. Der 
Feuchtigkeitsgehalt der einzelnen Praparate war verschieden. Seine 
Bestimmung erfolgte durch achtstiindige Trocknung tiber P,O, bei 65°. 

Léslichkeit in Wasser. Umgefalltes Papain, das feucht vollig klar 
in Lésung geht, verliert ebenso wie der natiirliche Latex beim Trocknen 
an der Luft oder im Vakuum diese vollstandige Léslichkeit. Es hinter- 
bleibt vielmehr ein unléslicher Anteil, der auch durch langeres Digerieren 
nicht wieder in Lésung gebracht werden kann. 1,0 bis 5,0 g Papain 
wurden jeweils mit 150 bis 500 cem Wasser bei 40° 2 bis 3 Stunden 
digeriert. Nach langerem Zentrifugieren goB man vom _ unldéslichen 
Anteil ab. Dieser Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und die 
Papainlésung in einer tarierten Schale (iiber H,SO, bei Zimmer- 
temperatur) eingedunstet 1. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle | 
verzeichnet, die auch einige direkte Aschebestimmungen enthalt 2. 


Tabelle I. 





Feuchtigkeit 
in %J, 


In Wasser In Wasser Asche 
| 


unléslicher léslicher 


Praparat 
Anteil in °/) | Anteil in °/y 


in 97> 


| 


} 
634 | 1975 81,0 
601 | 1,8 97,2 
4,65 ; 96,8 6,3 
5,38 8,3 78,0 11,2 
6,07 | 7 82,0 10,85 


Sticksto/fbestimmungen. Von den Papainpraparaten wurden ferner 


N-Bestimmungen nach Kjeldahl und van Slyke durchgefiihrt. Fiir die 


' Bei saimtlichen Einwaagen wurde die Feuchtigkeit abgezogen. 
2 1 bis 2g wurden im Pt-Tiegel verascht. 





red Q 0 = «oC 3 
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van Slyke-Bestimmungen léste man das Papain in Wasser, zentrifugierte 
vom unléslichen Anteil ab und benutzte 5 ccm fiir die Analyse. Die 


Tabellen Il und LILI enthalten die Ergebnisse !. 


Tabelle I]. N-Gehalt nach Ajeldahl. 





Praparat Einwaage mg N 


0,0360 0,8647 

0,0484 1,195 

0,0404 1,018 

0,0582 1,681 

(léslicher Anteil) 0,0533 1,465 

3047 0,0506 1,121 

3047 (léslicher Anteil). . 0,0453 1,083 
3047 (unléslicher Anteil) 0,0422 0,3012 

7 3226 0,0524 1,114 

J 3226 (léslicher Anteil) . 0,0609 1,395 

» W 3226 (unlédslicher Anteil) 0,0494 0,427 
Merck 1: 350 0,0684 1,654 


Tabelle II]. N-Gehalt nach van Slyke. 





Priiparat mg Papain mg NH,-N in °J9 


in 5ecm N H2-N N H.-N des Gesamt-N 


W 3047 50,5 1,79 2,96 26,1 
Merck 1: 35 9, 3,04 2,7 23,0 
Papain I 57,6 1,19 2,08 16,9 
5 1,85 2,42 19,2 

1,51 1,24 9,0 


IT. Der Schwefelgehalt der Papainpraparate. 


Die Bestimmung des Gesamtschwefels erfolgte durch Verbrennung 
im Quarzrohr nach der von A. Schéberl und Mitarbeitern? ergianzten 
Methode von W. Grote und H. Krekeler. In wenigen Fallen wurde die 
nasse Veraschung nach H. Waelsch und G. Klepetar? angewendet. Bei 
den Verbrennungen erhitzte man nicht zu rasch, wobei gleichmaBige 
Verschwelung eintrat. Fast stets blieb eine rein weiBe Asche zuriick. 
Der Aschenriickstand wurde zumeist mit dem Inhalt der Vorlage ver- 
einigt und die SO,-Bestimmung gravimetrisch oder konduktometrisch 
durchgefiihrt*. Die Asche wurde jeweils zur Wagung gebracht und 
vereinzelt die S-Bestimmung fiir Asche und Vorlage getrennt vor- 
genommen. Analysenwerte in Tabelle IV. 


Zur Erfassung des organischen Schwefels wurden zunachst an 
Papainlésungen Bestimmungen von SH- und SS-Gruppen (als Cystein 


1 Mittelwerte aus zwei Bestimmungen. — ? Angew. Chem. 50, 334, 
1937. — *® Zeitschr. f. physiol. Chem. 211, 47, 1932. — * A. Schéberl u. 
P. Rambacher, Klepzigs Textilzeitschrift 42, 369, 1939. 
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Tabelle IV. S-Bestimmungen an Papainpraparaten. 





Priiparat Einwaage BaSO, Gesamt-S Asche Anorg. S Organ. Ss 


ing in g in % fg in %jo in %/ 

a eae ee eres ee 0,2141 — 3,47 11,0 1,64 | 1,93 
We BRNO 52 estore ees 0,3160 | 0,0706 3,07 | 
Sere eee eee 0,1818 | 0,0394 2,97 11,8 - - 
W 3226 (léslicher Anteil) | 0,1220 0,0302 3,40 12,37 1,52 1,88 
WI «4 sg vote ens 0,4240  0,0870 2,82 10,82 1,43 | 1,39 
WEIMER cis eves pinceretetod ae 0,3305 0,0648 2,70 — ;  o— 
Je eee pore - || 0,1853 | 0,0270 2,74 10,8 — | - 
W 3047 (léslicher Anteil) | 0,1353 0,0318 3,23 11,1 ; = 
Ui Rees ere = Aree 0,3536 | 0,0760 2,96 9,67 _ 

PA Ee er net eee 0,3394  0,0832 3,36 9,66 ~ 

ig ONE Ne J ce ee a 0,3047 0,0747 8,36 9,78 -- 

os Melee ace ae ee 0,1142 | 0,0227 2,70 8,30 - 

, I (léslicher Anteil) | 0,0856 | 0,0159 2,55 9,57 _ - 

ppl MM” coe haaog ora) Seek eal ve 0,3770 | 0,0890 3,24 9,15 1,62 1,62 

pa ais: chelsea ons 0,1831  0,0412 3,1 6,40 1,58 1,52 

|. Sa aree 2) or ee 0,0630  0,0098 2,13 13,8 _ 

EMO ol i Seeleg wee 0,0607 0,0124 2,86 5,92 


bzw. Cystin angegeben) vorgenommen. Dies erfolgte kolorimetrisch 
mittels des Pulfrichschen Stufenphotometers mit Phosphorwolfram- 
siure oder Nitroprussidnatrium!. 

a) Bestimmungen an gewdhnlichen Papainlésungen. Papain wurde 
in einer Reibschale mit wenig Wasser angerieben, die Loésung verdiinnt 
und zentrifugiert. Trockengewichtsbestimmung. Von der Lésung be- 
nutzte man je nach der Konzentration eine bestimmte Menge fiir den 
Farbansatz. Fallungen mit W.Ph.S. wurden abzentrifugiert. Er- 
gebnisse in Tabelle V. 

Tabelle V. 





Priparat Reagens mg Papain Ek 0) SH Ek 0), SS 
W 3226 §=Na,Fe(CN),NO 100,8 0,043 0,12 0,28 1,48 
W 3226 W.Ph.S. 110,5 0,28 0,38 1,58 2,1 

Papain I a 66,0 0,21 0,50 0,27 0,95 
ies & 149,0 0,90 0,86 — 


* Lésung frisch bereitet und sofort vermessen, 


b) Bestimmungen an durchhydrolysierten Lésungen. Etwa 0,5 g 
Papain wurden in einem Schliffkélbchen mit einigen Tropfen Butanol 
angefeuchtet und mit 10 ccm 6 n H,SO, oder 20 °,iger Salzsiure unter 
RiickfluB 24 Stunden im Glycerinbad bei 120° erhitzt. Nach dem 
Wegdestillieren des Alkohols schiittelte man mit wenig Karboraffin, 
fiillte in MeBkdlbchen auf 100 cem auf und filtrierte. Ein Teil dieser 


1 Vgl. A. Schéberl und Mitarbeiter, Ber. 70, 1422, 1937; diese Zeitschr. 
295, 377, 1938; Liebigs Ann. 534, 210, 1938. 


~~, |S = m= 2 tas & 
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Lésung diente fiir die Cystinbestimmung. In salzsauren Hydrolysaten 
erfolgte zugleich auch eine SO,-Bestimmung. Samtliche Ergebnisse 
sind in Tabelle VI zusammengestellt. Zugleich wurden auch einige 
Hydrolysen mit HJ (vgl. die spaiteren Methioninbestimmungen) und 
mit HCI--HCOOH nach G.L. Miller und V. du Vigneaud! auf- 
genommen. 

Tabelle VI. 





; Kin- iii. | at ‘ystin Cystin-s _Ein- SO, Anorg.S. 
Praparat, wane HUNTS sub mk Gun CHS wange MAS Anos 
W 3226 1,8940 HCl 2 10,77) 3,6 0,93 0,4735 0,0553 1,60 
W 3220 0,5141 HJ 10 1,0 3,2 0,85 0,94600,1168 1,69 
W 3047 — - — 0,9313 0,1127 1,66 

PapainI 0,4770 H,SO, 10 (0,52 2,0 0,63 - 

» I |0,4288 HCl 10 | 0,54; 2,3 0,61 0,2144 0,0275, 1,76 


» II | 1,8700; H,SO, 5 12,99; 4,9* 1,31 0,9400 0,1228 1,79 
»IVat 0,0514 H,SO, 6 10,49; 3,7 0,99 
»lVbt 0,1808 H,SO, 5 | 2,56; 4,9 1,31 
W 3047 = 0,3554 HCl 
+HCOOH 5 $2,16 2,1 0.56 - 


* Entfirbung des Hydrolysats mit Tierkohle verringert den Cystingehalt um rund 10° 9 
— + Hydrolysendauer hier 2'/, Stunden. Das Hydrolysat wurde auf 25ccm aufgefiillt. 


Die Hydrolyse mit HCI—HCOOH brachte keine Farbaufhellung, 
sondern lieferte ebenfalls ein dunkelbraunes Hydrolysat. Man hydroly- 
sierte in diesem Falle mit 9.7 cem konz. HCl und 10,3 cem 50°, iger 
Ameisensiure 48 Stunden bei 120°, destillierte fiinfmal im Vakuum 
ab, fiillte auf 25 cem auf und filtrierte. 5 cem davon dienten zur kolori- 
metrischen Bestimmung. — Bei der Hydrolyse von Papain bilden sich 
sehr groBe Mengen von Huminsubstanzen. Eine Huminsubstanz aus 
Papain W 3047 enthielt 4,49°, S, 1,61°, N bei einem Aschegehalt 
von 15,6 °%,. 

Kinetische Verfolgung der Papainhydrolyse mittels van Slyke- und 
Cystinbestimmungen. Papain wurde in einem 50 ccm Schliffkélbchen, 
mit wenig Aceton befeuchtet, mit 10 com 6n H,SO, bei 126° hydro- 
lysiert. Nach bestimmten Zeiten kiihlte man rasch ab, fiillte auf 50 cem 
auf und filtrierte. Von dem dunkelbraunen Hydrolysat wurden ver- 
wendet: a) 2ccem fiir die Cystinbestimmung mit W.Ph.S. (25 ccm 
Ansatz). Die Substratlésungen waren vorher mit NaOH neutralisiert 
worden. Von den durch den Zusatz des W.Ph.S. Reagens entstandenen 
Fallungen wurde abzentrifugiert. b) 2 cem fiir die N H,-N- Bestimmung 
nach van Slyke. c) 2 ccm fiir die Bestimmung des Gesamtstickstoffs 
nach Kjeldah/2. Samtliche Ergebnisse enthalt Tabelle VII (vgl. auch 
Abb. 1). 


1 J. of biol. Chem. 118, 101, 1937. 2 Die Hydrolysen von Papain II 
wurden nur mit 5cem Saure durehgefiihrt und auf 25 cem aufgefiillt. 
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Tabelle VII. 





N H.-N 
in J, 
des Gesamt-N 


Priparat —— ered ne tk — a 
in Std. 0 Ee 
W 3047 1,0995 rd 3.41 5,46 11,28 48,5 
1,1944 y 2,442 3,57 6,31 10,23 61,7 
1,0061 : 2,08 3,65 6,92 10,99 62,9 
1.1998 2, 3,61 7,26 10,42 69,7 
0,8841 f 9: 3,85 7,65 10,61 ‘Ceol 
0,9800 } 3, 7 8,02 10,42 76,98 
0,6248 5 1,096 } 3,1 8,70 10,81 80,5 
Papain II] 0,7682 1,796 é 6,04 12,55 48,13 
0,7603 ; 2,054 : 7,84 15,26 51,38 
0,7284 ) 1,876 4, 9,36 14,33 65,3 
0,7685 1,830 ; 11.69 15,09 77,45 
Papain II 00,1947 é 1,20 
0,1984 1,296 
0,1755 ) 1,186 
0,2022 5 1,002 


Bestimmungen von Methionin im Papain. Die Bestimmung von 
Methionin erfolgte nach H.D. Baernstein'. Zunachst wurde an 
Methionin verschiedener Herkunft die Fehlerbreite der Methode iiber- 
priift. Dies fiihrte zu folgenden Ergebnissen : 


Tabelle VIII. 





Einwaage in mg 9,3 13.2 
mg gefunden 9.18 | 12,22 
Methionin in % der Theorie 98,7 92,6 
Mittelwert: 93,5. 
Die an verschiedenen Papainpraparaten durchgefiihrten Methionin 
S 
best+mmungen enthalt Tabelle IX. Fiir die beiden letzten Bestimmungen 


an W 3226 wurde mit Ather bzw. Petrolaither vorher entfettet. 


Tabelle IX. 





Ein- mg Methionin Ein- mg Methionin 
Priiparat waage Methio- in 9, Priiparat waage Methio- in °%/o 
in g nin der Theorie * in g nin der Theorie * 


Papain I 0,2886 55 1,92 


W 3226 0,5141 6,0 1,17 
0.3232 4.37 1'35 0.3088 | 3.82 104 

1,21 

9 


0,3170 3,85 0,3776 ( 1,26 
0,5700 | 5,58 0,98 
0,4249 3,88 0,91 


* Fehlerbreite der Methode beriicksichtigt. Vgl. Mittelwert aus Tabelle VIII. 





1 J. of biol. Chem. 115, 25, 33, 1936. 
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Mithin betragt der Methioningehalt fiir W 3226 im Mittel 1,12°,. 
fiir Papain I 1,44°,. Zur Uberpriifung der Zuverlassigkeit der Methode 
setzte man ferner dem Papainpraiparat W 3226 Methionin zu und 
fiihrte dann die Bestimmungen nach Baernstein in iiblicher Weise durch. 
(Vgl. Tabelle X.) 

Tabelle X. 





Einwaage Zusatz an mg Methionin °/9 Methionin 
ing Methionin in g gefunden im Papain 


0,2572 0,0203 22,78 0,97 
0,2800 0,0131 15,34 0,87 
0,3250 0,0129 15,93 1,07 


Im AnschluB an die quantitativen Bestimmungen wurde auch eine 
Isolierung von Methionin nach Abderhalden und Mitarbeitern! angestrebt. 
Zu diesem Zweck hydrolysierte man 100 g Papain W 3047 mit 350 g konz. 
HCl, entfarbte und fiihrte schlieBlich eine Fallung mit Hg (II)-Acetat durch. 
Jedoch lieferte diese Aufarbeitung kein wohldefiniertes Kristallisat, welches 
groBere Mengen von Methionin enthielt *. 


Versuche zur Abtrennung des natiirlichen Aktivators3. 


100 g Papain W 3047 wurden in 800 cem Wasser von 40° gelést und 
zentrifugiert. Durch die Lésung leitete man dann 5 Stunden lang H,S 
und fallte mit 2 Liter Methanol. Die Fallung zentrifugierte man ab und 
wusch mehrmals mit 70°%igem Methanol. An umgefalltem Papain wurden 
34g erhalten’. Die methylalkoholischen Extrakte wurden im Vakuum 
bei 40° im Wasserstoffstrom eingeengt, nochmals mit Wasser aufgenommen 
und wiederum zur Trockne verdampft. Diesen Trockenriickstand léste 
man dann in Wasser, fallte mit 200 cem einer gesattigten Hg (I1)-Acetat- 
lésung, zentrifugierte ab und wusch zweimal mit Wasser. Die Hg-Salz- 
fallung wurde dann in iiblicher Weise mit H,S zerlegt und das Filtrat 
vom HgS-Niederschlag im H,-Strom bei tiefer Temperatur eingeengt. 
Die Fallung mit Hg (II)-Acetat wiederholte man nochmals. Die schlieBlich 
anfallende H,S-freie Lésung des Aktivators fiillte man auf 100 ¢em auf. 
Sie war hellgelb gefarbt und wurde im Eisschrank aufbewahrt. 1 cem ent- 
hielt 32,3mg Substanz. 3 cem dieser Lésung (= 96,9 mg) wurden mit 
5cecem 6n H,SO, 8 Stunden gekocht und auf 25 ccm aufgefiillt. In jeweils 
2cem Proben bestimmte man dann Cystein und Cystin. SH-Bestimmung: 
Ek = 0,38 0,57 mg Cystein. Der Aktivator enthielt also 7,35 % Cystein. 
SS-Bestimmung: Ek 0,60 108 mg Cystin. Der Aktivator enthielt 
also daneben 13,9 Cystin®. SH- und SS-Bestimmungen im Aktivator 
ohne vorherige Hydrolyse: Sie wurden in 1 cem der Aktivatorlésung mit 

! Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 152, 1936. 2 Schwierigkeiten bei 

dieser Art der Aufarbeitung entstehen durch die gleichzeitige Anwesenheit 
von Cystin. 3-Vel. W.GraBmann, diese Zeitschr. 279, 131, 1935. 
* Nach dem Abzentrifugieren konnte man deutlich eine scharfe, hellgelbe 
Zone im sonst weiBen Praparat erkennen. > Wahrend der Hydrolyse, 
die ohne AusschluB von Luft durchgefiihrt wurde, erfolgte die Oxydation 
eines Teiles der SH-Gruppen. 
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32,3 mg Substanz durchgefiihrt. Die Farbwerte rechnete man auf Cystein 
bzw. Cystin um. SH-Bestimmung: Ek = 1,20 = 3,42 mg Cystein. Hier. 
nach wiirde der Aktivator 10,69 Cystein enthalten. SS-Bestimmung: 
Sulfitzusatz verdoppelte den Farbwert genau, d.h. es waren iiberhaupt 
keine SS-Bindungen vorhanden. — Reinigung des Aktivators tiber das 
Cupromerkaptid. Die schwefelsaure (0,5 n) Aktivatorlésung wurde unte1 
Riihren bei 40° mit insgesamt rund 1,5 g frisch bereitetem Cu,O gefallt, 
die Fallung abzentrifugiert und dreimal mit Wasser gewaschen. Die Zer- 
legung des Merkaptides und die anschlieBende Aufarbeitung erfolgte nach 
Bertho-GraBmann'. Man erhielt 0,5 g einer schwach gelbgefar bten Substanz, 
die nicht kristallisierte?. (Plumbit-, Nitroprussidnatrium- und W. Ph.S. 
Reaktion stark positiv, Jodverbrauch ebenfalls vorhanden.) An 5,68 mg 
Substanz wurden SH-Bestimmungen durehgefiihrt: Ek = 1,315; dies 
wirde 32,9 °, Cystein entsprechen. SH-Glutathion liefert 39,49, Cystein. 
Bei Sulfitzusatz wurde Ek = 2,86 gefunden, d.h. Sulfit erhéhte die Farb 
stirke um mehr als das Doppelte. Dies spricht fiir das Vorliegen eines 
Cysteinpeptides, wenn keine gr6Beren Mengen von Disulfid bei der Aut 
arbeitung entstanden. Der gefundene Ek entspricht 2,06 mg Cystein. 
Fiir SH-Glutathion wiirden sich 2,24 mg Cystein, fiir Glutaminyleystein 
2,75 mg Cystein errechnen. Die Méglichkeit der Anwesenheit von SS- 
Gruppen macht die Uberlegungen unsicher. — Jodometrische Titration 
des Aktivators: 7,24mg Substanz in 10cem Wasser lésen und 5 ccm 
1% iges KJ zusetzen. Verbrauch an n/100 Jod 3,62 cem, Aquivalent- 
gewicht 200. Die jodometrische Titration spricht fiir die stattgefundene 
Luft-Oxydation eines Teiles der SH-Gruppen. Analyse: 33,8 mg Substanz 
ergeben 32,3 mg BaSO,; 7,6 mg Substanz verbrauchen 5,35 cem n/100 HC! 
(Kjeldahl). Gef. S 13,12% 3, N 9,85 %. 


III. Aktivitatsbestimmungen an den Papainpra paraten gegeniiber Gelatin: 
und Aktivierungen mit Blausdure und S H-Verbindungen. 


Zur Bestimmung der Fermentwirkung wurden stets 20mg _ Papain 
mit 5ceem n/5 Dinatriumcitratpuffer und eventuellen Zusatzen in 25 ccm 
Me8k6lbchen gegeben. Nachdem man das Volumen mit Wasser auf 10 ccm 
erganzt hatte, fiillte man mit 6,6 °%iger Gelatinelésung bis zur Marke auf. 
Das Papain wurde in Lésung‘ einpipettiert. Substrat war besonders ge 
reinrgte Gelatine der Deutschen Gelatinefabriken in Schweinfurt®. Die 
Ansaitze wurden im Thermostaten bei 40° gehalten. Die Wirksamkeit 
ermittelte man nach einstiindiger Versuchsdauer durch Bestimmungen 
nach van Slyke in 5 cem Proben®. — Zunachst wurde die Aktivitat der zu 
Verfiigung stehenden Praparate bestimmt. Bei den HCN-Aktivierungen 
wurde Konzentration und Aktivierungszeit im allgemeinen wie _ iiblich 
gewahlit. Die Aktivierungen mit SH-Verbindungen erfolgen bekanntlich 


1 Biochem. Praktikum 1936, S. 115. — ? Die Wirksamkeit der Sub 
stanz als Aktivator wurde in entsprechenden Versuchen am Papain iibe! 
priift. — * Asche nicht abgezogen. — 4 Zur Gehaltsbestimmung dieuten 
Trockengewichtsbestimmungen mit je 1 eem Lésung. (Eindunsten bei ge 
wohnlicher Temperatur im Vakuum.) — ° Vgl. R. Juzau. R. Langheim, 
Angew. Chem. 50, 255, 1937. Die Gelatine iiberlieB in freundlicher Weise 
die genannte Firma. ® Vgl. Bertho-GraBmann, Biochem. Praktikum 
1936, S. 112. 
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sehr rasch und benétigen keine Wartezeit. An SH-Verbindungen wurde 
Thioglykolsaure (auch als Zinknatriumsalz!), Thiohydracrylséure, Cystein 
chlorhydrat und SH-Glutathion in aquivalenten Mengen benutzt. Di 
molare Konzentration der SH-Verbindungen im Versuchsansatz betrug 
2-10 %. Samtliche Aktivitaétsbestimmungen und ihre Ergebnisse sind in, 
Tabelle XI zusammengestellt worden. Die bei den van Slyke-Bestimmungen 
in 5cem Proben ermittelten N-Mengen rechnete man auf die ihnen aqui 
valente Menge an n/10 Saure um. Diese S&uremenge findet sich ebenfal|s 
in der Tabelle verzeichnet. Bei langeren Aktivierungszeiten spiilte man dik 
Ansitze mit N, durch. 


IV. Aktivierung von Papain mit Disulfiden. 

a) Zunaichst wurde das Alkalibindungsvermégen von Papain III 
ermittelt. Zu diesem Zweck fillte man verschiedene Mengen (Mikro- 
biirette) einer etwa 0,05n NaOH mit CO,-freiem Wasser auf 20 ccm 
auf und bestimmte das py absolut kolorimetrisch mittels des Pulfrich- 


schen Stufenphotometers. In Parallelansétzen wurden dann jeweils 
3,17 ccm Papainlésung mit 40 mg Papain III mit verschiedenen Mengen 
etwa 0,05 n NaOH versetzt, auf 20 cem aufgefiillt und ebenfalls das py 
gemessen. Die gefundenen py-Werte enthalt Tabelle XII bzw. Abb. 2. 


Tabelle XII. 





Na OH + Papain NaOH + Papain +- Dithiodiglykolsiure 


Zusatz an cem 
0,6/0,7| 1,0; 1,3; 1,6) 2,2} 2,6] 0,6 | 0,8 
0 9,8) 10,7/11,0/11,2)11,4)11,5) 8,7 | 9,9 


4 














45 40 45 20 65 
G05 n NaOH —e ccm, 
Abb. 2. Alkalibindungsvermégen von Papain (I: NaOJB allein. IL: Papain + NaOH.) 


Bei den Papainansétzen untersuchte man ferner in getrennten Be 
stimmungen die Beeinflussung des py durch Zusatz von 9,2 mg Thioglyko! 
siure bzw. 36,4 mg Dithiodiglykolséure (als Na-Salze zugesetzt). Fiir den 
Disulfidzusatz sind die py-Werte ebenfalls in Tabelle XII mit aufgenommen. 
Eine wesentliche Beeinflussung des py ergab sich dabei nicht. 

1 Vgl. Ber. 39, 733, 1906. Das Praparat wurde von der |. G. Farben- 
industrie, Werk Mainkur, gestiftet. 
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Aktivitatsbestimmungen an Papain ILI, die den EinfluB des py und 
damit von NaOH auf die Fermentwirkung zeigen, sind in Tabelle XIII 
zusammengestellt. Zu diesem Zweck versetzte man Papainlésungen 
mit 20 mg Ferment mit den zur Erreichung eines bestimmten py néotigen 
Mengen der auch oben benutzten etwa 0,05 n NaOH, fiillte mit Wasser 
auf 10cem auf und lieB 5 Stunden im Thermostaten bei 40° stehen. 
AnschlieBend pufferte man mit Citrat ab und fiillte mit Gelatinelésung 
auf (Bestimmungen Nr. 32 bis 40). — In einer zweiten Versuchsreihe 
setzte man nach der Inkubation bei einem bestimmten py in der eben 
beschriebenen Weise zur Ermittlung der Aktivierbarkeit 4,6 mg Thio- 
glykolsaure zu (Bestimmungen Nr. 41 bis 45). In einer dritten 
Versuchsreihe erfolgte schlieBlich die Inkubation mit NaOH bei An- 
wesenheit von SH-Verbindungen (zugesetzt als Na-Salze: Bestimmungen 
Nr. 46 bis 52), und zwar Nr. 46 mit Cysteinchlorhydrat, Nr. 47 mit 
SH-Glutathion, Nr. 48 bis 52 mit Thioglykolsaure. 

b) Zur Aktivierung mit Dithiodiglykolsdure wurde Papain LIL mit 
18,22 mg Disulfid und verschiedenen Mengen NaOH unter N, bei 40° 
gehalten. Die Dithiodiglykolsiure setzte man als Natriumsalz in 
wasseriger Losung zur Papainlésung im MeBké6lbchen zu. AnschlieBend 
erfolgte Zugabe der etwa 0,05n NaOH. Das py des Ansatzes ergab 
sich auf Grund der obigen Messungen. Die Ansatze wurden dann noch 
mit einer entsprechenden Wassermenge verdiinnt. Die Inkubationszeit 


Tabelle XIII. 





Pr mg NH,-N eem n/10 Siure Spaltungsindex PP hres 0 
9.0 1,36 0,97 24,3 2,8 
10,0 1,48 1,06 26,4 5,6 
10,2 1,40 1,0 25,0 
10,7 1,20 0,85 y 4 Bes 
10,95 1,10 0,78 19,5 
11,1 0,81 0,58 14,5 
11,3 1,10 0,78 19,5 
11,4 1,09 0,78 19,5 
11,5 0,96 0,69 17,1 


41 8,85 2,41 1,¢ $3,0 
42 9,45 2,34 1,42 43,0 
43 10,2 2,09 1,49 37,3 
l 4 
l 


Wo lo eto 
me Pho bOI ih 


aj a} 
bo be 


a 


44 10.6 2,07 48 37,0 
45 10,9 2,22 58 39,6 
46 11,3 2.33 1,66 $1.6 
47 11.0 3,05 2,18 54,4 
48 8.85 2.76 1,97 49,3 
49 9,45 2,67 1,91 17,8 
50 10,2 2,7: 1,95 48,8 
51 10,4 2,43 1,75 43,8 
52 10,7 2,: 1,74 13.6 


Biochemische Zeitschrift Band 302. 
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betrug stets 5 Stunden. Nach der Inkubation setzte man Citratpuffe: 
und Gelatinelésung zu. Aktivitatsbestimmung in iiblicher Weise. Di 
Lésungen rochen stark nach H,S und zeigten intensive Nitroprussid 
natriumreaktion. Ihr Reduktionsvermégen bestimmte man durc! 
direkte jodometrische Titration, welche H,S und SH-Verbindung 
zusammen erfabte. Zu diesem Zweck versetzte man 10 ccm der Lésung 
mit 10cem 2n H,SO, und | cem 10°%iger KJ-Lésung und titriert: 
mit n/10 bzw. n/100 Jodatlésung (Starke als Indikator). Der Jodat 
verbrauch wurde tibersichtshalber auf mg Thioglykolsaéure umgerechnet 


Tabelle XIV enthalt die Resultate. 


Tabelle XIV. Aktivierung von Papain mit Dithiodiglykolsaure 





Wirkungs- mg Thioglyko! 
steigerung siiure nach 


N ecm Spaltungs- 
10 Séure i eX . 
n aiure index in /, pporst treed 


Pu mg NH.-)} 


9 1,32 0,94 23,4 6.4 
9,5 1,31 0,93 23,4 6,4 
10 2,08 1,49 3751 48,4 
10,2 2,14 1,53 38,2 52,7 
10,7 2,17 1,54 38,4 53,5 
li 2,33 1,67 41,6 66,3 
11,3 2,65 1,89 47,3 89,2 
11,4 2,53 1,81 45,3 81.3 
11,5 2.57 1,84 45,8 83,2 


c) An Papain ILL wurden ferner Aktivierungsversuche mit SS-Glu- 
tathion vorgenommen. Die Ansatze (vgl. b) enthielten 30,6 mg GSSG 
- Fiir Aktivierungsversuche mit Dialanylcystindianhydrid! enthielten 
die Ansatze 34.6 mg: das py betrug etwa 11. Wahrend der rund fiinf 
stiindigen Inkubation ging das Anhydrid in Lésung. Nach dem Zusatz 
des Citratpuffers und der Gelatine entstand eine Triibung?. Resultate 
in Tabelle XV. 
f Tabelle XV. 





Wirkungs- 


Nr. Priparat mg N H.-N ccm n/10 Sdéure | Spaltungsindex steigerung in 


62 Papain II] 1,66 1,18 29,5 18.0 
I 


63 MR 1,50 1,07 26,8 4,8 
64 W 3047 1,35 0,97 24,2 12,0 


d) Parallelbestimmungen der Aktivierbarkeit mit T hioglykolsdure (A) 
und Dithiodiglykolsdure (B) tiber 24 Stunden. Das Gesamtvolumen 


1 4A. Schdberl u. P. Rambacher, Liebigs Ann. 5388, 84, 1939. — 2 Die 
positiven Aktivierungen mit Dithiodiglykolsaure lieferten jeweils ganz 
klare Ansatze. Man konnte schon an einer auftretenden Triibung das 
MiGBlingen eines Aktivierungsversuchs erkennen. 
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betrug diesmal bei gleicher Papainkonzentration 100 ccm. Die fiint- 


stiindige Inkubation bei 46° erfolgte mit 18,4 mg Thioglykolsaure bei 
pu 10,4, mit 72,8 mg Dithiodiglykolsaure bei py 11.2. Zusammen 
setzung der Ansitze wie tiblich. Nach bestimmten Zeiten entnahm 
man 5 cem fiir die van Slyke-Bestimmung. Tabelle XVI enthalt unter A 
die Bestimmungen mit Thioglykolsaure, unter B jene mit Dithiodiglykol 
siure als Aktivator. 

Tabelle XVI. 





yauer der Hydrolyse : - 
Dau ti a _—— mg NH,-N ecm n/10 Siiure Spaltungsindex 


B 














Uber Bakterienproteasen. 
XII. Mitteilung!: 
Zur Kenntnis der Dipeptidasen anaerober Bakterien. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemotherapi: 

in Frankfurt a. M.) 

(Eingegangen am 25, Juli 1939.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem haben wir die Ansicht ausgesprochen 2, daB es sich 
bei der Aktivierung der in den Bouillonkulturen obligater ? anaerober 
Bakterien in fast véllig inaktivem Zustand vorliegenden ,,Dipeptidase’ 
durch Cystein und Eisen (Ii)-sulfat + um eine ,,Synthese** derselben 
aus ,,Fermentprotein’’ (Apo-dipeptidase) und zweiwertigem Eisen 
(Co-Enzym) handelt, daB also die aktive ,,Dipeptidase** ein Metall (I1)- 
proteid ist. Wir haben ferner aus dem teilweise voneinander sehr ab- 
weichenden Wirkungsvermégen der in den Kulturen der verschiedenen 
Anaerobier vorkommenden (aktivierten) Dipeptidasen und aus charakte- 
ristischen Unterschieden ihrer Aktivierbarkeit abgeleitet, daB sie nich/ 
einheitlicher Natur sind, sondern mengenmdpig wechselnd zusammen- 
gesetzte Gemische mehrerer Apo-dipeptidasen mit Eisen als Co-Enzyvm 
darstellen. In bestimmten Fallen kann auch Mangan als Co-Enzym 
fungieren. 

Wir kénnen jetzt die sich bei der Aktivierung abspielenden Vor- 
ginge noch etwas genauer beschreiben: Die Apo-dipeptidasen vermégen, 
so wie sie in der keimfrei gemachten Bouillonkultur vorliegen, mit 
zweiwertigem Eisen nicht ohne weiteres zu einer dipeptidatisch wirk- 
samen Verbindung zusammenzutreten. Sie miissen dazu erst noch 
..verandert’’ werden. Diese Verainderung bewirkt Cystein allein. Ent- 
sprechend der Natur des Cysteins und der als Ersatz in Frage kom- 
menden Substanzen handelt es sich hierbei sehr wahrscheinlich um 
einen Reduktionsvorgang. Demzufolge liegen die Apo-dipeptidasen in 
der Kulturfliissigkeit im oxydierten Zustand vor, d.h. als Dehydro- 


' XI. Mitteilung, diese Zeitschr. 300, 89, 1939. 2 Naturwiss. 27, 
276, 1939. 3 Versuche mit fakultativen Anaerobiern sind im Gange. 


um festzustellen, ob deren Peptidasen, je nachdem sie unter aeroben ode: 
anaeroben Bedingungen gewachsen sind, Verschiedenheiten in bezug aut 
ihre Wirkungsbedingungen aufweisen. 1 EF. Maschmann, Naturwiss. 
26, 791, 1938; diese Zeitschr. 300, 94, 1939. 
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apo-dipeptidasen. Ob sich der Reduktionsvorgang an einer bestimmten 


Stelle des ,,Tragerproteins*’ oder an einer daran noch haftenden, nicht 
eiweiBartigen Komponente abspielt (mit der zusammen dann Eisen das 
Co-Enzym bilden wiirde), bleibe vorerst dahingestellt. 

Die Aktivierung setzt sich demnach aus zwei aufeinander folgenden 
Vorgingen zusammen: 1. aus einem rasch, aber mit noch mefbarer 
Geschwindigkeit ablaufenden Reduktionsvorgang und 2. aus der noch 
rascher erfolgenden Bindung des zweiwertigen Eisens durch das Apo- 
enzym, vielleicht nach folgendem Schema: 

Dehyvdro-apo-dipeptidase — Cystein —» Apo-dipeptidase + Eisen (LL) 
- Apo-dipeptidase- Eisen (11). 


Ob die Wirksamkeit dieser Metall (IL)-proteide an die strikte 
Einhaltung der Zweiwertigkeit des Metalls gekniipft ist oder auf dessen 
reversiblem Valenzwechsel beruht, vermégen wir nicht zu sagen. Ver- 
mutlich stellen die (aktiven) Dipeptidasen Redoxsysteme dar, die in 
vitro nur in Gegenwart von iiberschiissigem Cystein oder von Sub- 
stanzen gleichen bzw. ahnlichen Redoxpotentials existenzfaihig sind. 

DaB fast ausschlieBlich Dehydro-apo-dipeptidasen in den Bouillon- 
kulturen vorliegen, erklaren wir folgendermaBen: Die wahrend der 
Autolyse der Bazillen wahrscheinlich in wirksamer Form in die 
Kulturfliissigkeit iibertretende ,,Dipeptidase’’ wird durch den dort 
vorhandenen Schwe felwasserstoff, der von allen untersuchten Anaerobiern 
in eiweiBhaltigen Nahrsubstraten gebildet wird !, ihres Metalles beraubt 2, 
wahrend der verbleibende Enzymanteil, die Apoenzyme, erst nach- 
traglich beim Keimfreimachen der Kultur durch Filtration usw. unter 
aeroben Bedingungen oxydiert werden 3, wodurch sie ihre Fahigkeit, 
Eisen zu binden, verlieren. 

Im folgenden berichten wir ausfiihrlicher tiber die Versuche, deren 
mannigfaltige Ergebnisse sich durch die obige Auffassung von der Akti- 
vierung, dem Aufbau und der Zusammensetzung der Dipeptidasen 


obligater Anaerobier am einfachsten erklaren lassen *. 


1 Vel. zB. M. Weinberg, R. Nativelle u. A. Prévot, Les Microbes 
anaérobies, Paris 1937. 2 Vel. dazu den Modellversuch auf S. 352. Es 
ist wahrscheinlich, da® in den Kulturen der Anaerobier, die kein H,S 
bilden, die ,,Dipeptidase** mindestens noch teilweise im aktiven Zustand 
vorliegt, und daB Cystein usw. schon allein (auch wegen des in Lésung 
sicher noch vorhandenen disponiblen Eisens, teilweise in dreiwertiger Form 
vorliegend) zu aktivieren vermag. Versuche, dies zu priifen, sind im Gange. 

3 Es wird ferner zu priifen sein, ob in Kulturfiltraten, die unter anaeroben 
Bedingungen gewonnen wurden, noch Apo-dipeptidasen vorliegen. 
4 Gleiches oder doch sehr Ahnliches laBt sich auch, wie das vorliegende, 
noch unver6ffentlichte Versuchsmaterial zeigt, von der .,Aminopols 
peptidase* dieser Bazillen sagen. 
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Da diese Dipeptidasen in vitro — infolge ihres anaeroben Wirkungs 
milieus in vivo —- unter anderen Bedingungen als die bekannten Di 
peptidasen tierischer und pflanzlicher Herkunft optimal wirksam sind 
halten wir ihre Abgrenzung von diesen fiir angebracht. Wir fassen si 
deshalb unter der Bezeichnung Anaero-dipeptidasen zusammen und 
benennen die einzelnen nach ihren Produzenten, um ihre Herkunft 
kenntlich zu machen: Wir sprechen also von der Sporogenes-, Per 
fringens-!, Histolyticus- usw. -dipeptidase, ohne aber (aus obige) 
Griinden) damit den Begriff der Einheitlichkeit zu verkniipfen. 

In der letzten Zeit bemiitht man sich um den Nachweis, daB auch 
die Proteasen nach dem ,,dualistischen Prinzip‘, d.h. aus Apoenzym 
und Co-Enzym, aufgebaut sind *. Wir konnten friiher an Hand de1 
Anaerobiase, der intracellularen Proteinase vieler obligater Anaerobier. 
zeigen, daB ein Teilenzym?* desselben, das fiir die Clupeinspaltung 
verantwortlich ist, auf dem ,,klassischen’* Weg der Dialyse, aber nicht 
nur auf ihm allein, glatt in Apoenzym und Co-Enzym zerlegt werden 
kann #4, 

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit glauben wir am 
Beispiel einer Peptidase einen weiteren Beitrag zu diesem Problem 
zu liefern. Dariiber hinaus beweisen sie die wesentliche Beteiligung eines 
Metalls an proteolytischen Vorgdngen. 


I. Das Enzymmaterial. 
1. Das Vorkommen der Anaero-dipeptidasen. 


Alle von uns bisher untersuchten Bouillonkulturen der wichtigsten 
pathogenen anaeroben Bakterienarten verschiedensten Alters, so wie 
sie nach dem Keimfreimachen durch Kerzenfiltration vorliegen, erwiesen 
sich gegeniiber Leucylglycin (LG.), Alanylglyein (AG.),  Glyeyl- 
leucin (GL.), Glyeylalanin (GA.) und Glycylglycin (GG.) fast oder ganz 
unwirksam. Fiigt man diesen Kulturen Cystein oder Eisen (IL)-Salz 
hinzu, so werden sie in der Regel nur schwach dipeptidatisch wirksam. 
fiigt man aber beide Substanzen hinzu, so werden die alteren (z. B. die 


 B. perfringens Welch-Fraenkelscher Gasbazillus. — * H. Albers, 
siehe Ref. Angew. Chem. 50, 831, 1937; EH. Maschmann, Naturwiss. 26. 
139, 1938; diese Zeitschr. 297, 284, 1938; W.Grassmann, W. Volmer u. 
\. Windbichler, ebenda 298, 8, 1938; K. Felix u. A. Mager, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 249, 126, 1937; 259, 45, 1939. — *Vergl. dazu unsere neuesten 
Befunde iiber die Anaerobiase, Naturwiss. 27, 628, 1939. —- 4 EZ. Maschmann, 
Naturwiss. 26, 139, 1938. Den als Co-Enzym bezeichneten Enzymantei! 
fanden wir auch in der Hefe, sowie wbiquitér vorkommend im tierischen 
Organismus (Muskulatur, Herz, Leber, Niere, Blut, Harn). Er wird sowoh/ 
durch Di- wie auch durch Triphospho-Pyridin-Nucleotid, die ich dem giitigen 
Entgegenkommen von Herrn Prof. O. Warburg verdanke, weitgehend ersetzt. 
dagegen nicht durch Nicotinséiureamid-jodmethylat, Vitamin B, und B.. 
Vielleicht kann Cystein in Gegenwart der Phospho-Nucleotide durch andere 
Donatoren (Hexosephosphorsiure usw.) vertreten werden. 
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mehr als 10stiindigen) Kulturen immer mehr oder minder stark dipeptt- 
latisch wirksam. Aus den Beobachtungen folgt, daB in den Kulturen 
dieser obligaten Anaerobier eine .,Dipeptidase’ in unwirksamer Form 
vorliegt, die durch Eisen-Cystein in die wirksame Form iiberge fiihrt wird. 
In Tabelle I haben wir als Beleg die Ergebnisse einiger Versuchsreihen 
zusammengestellt; zu ihrer Vervollstandigung fiihren wir gleichzeitig 


Tabelle I. Vorkommen der Anaero-dipeptidasen. 
Versuch: Vol. 5cem (0,6 Millimol Substrat), py 18 40°. Toluol, N, 
Zusitze: SH-Fe bzw. SH-Mn 0,5cem m/25 Cystein beim 1 stiindigen, 
0.75 cem beim 18stiindigen Versuch, + 0,2 cem m/50 FeSO, bzw. MnSO, 

0,2 cem n/100 NaOH. Titrationsprobe: 2 cem. 





Spal- 
tungs- 
dauet 
in Std LG. AG Gad. GL. 


Ange- 
Kultur wandt« Zusitze 
ecm 


Spaltung (cem n/20) K OH) 


B. perfringens .... 0,50 0.00 —~ 0.02 0,02 
9 wants 0,50 SH-Fe 145 0,67 1,86 

0,50 SH-Mn 118 1,35: 0,65 

B. agni* 0,10 - 0,03 0.05 0.04 
0,10 SH-Fe 8 Eee: O47 1,77 

0,10 SH-Mn 8 0,96 110 0,51 

Vibrio septicus. ,.. 0,50 0,03 0,00 0.01 
0.50 SH-Fe . 104 0,56 0,49 


cs TAS: 0,50 SH-Mn 0,26 860.10 0,08 


B. oedematiens ... 0,50 0,12 0.07 0,00 
im ..- | 0,60 | SH-Fe 145 0,84 0,73 
bs ... | 5,60 | SH-Mn 0,32 0,20! 0,11 


B. histolyticus .... 0,10 0,08 —0.03 0,02 0.04 0.05 
* cei 0,10 SH-Fe 2,25 0,70 0,59 0,85 0,64 
- ra 0,10 SH-Mn 0.85 0,37 O18 043 0,02 


B. sporogenes ..... 0,10 0.01 0.03 0.02 0.00 0.03 
0,10 SH-Fe 1,04 0,41 2,17 | 2,10 1,14 
0,10 SH-Mn 0,28 1,09 0,38 0,64 2,03 


0,20 : 18 0,04 0.07 0,00 0.04 0,00 
A 0,20  SH-Fe 18 2,10: 0,99) 0,72!1,17 0,77 
A 0,20 | SH-Mn 18 0,63 0,29: 0,17) 0,31 0,19 
B~ 0,10 Pe 18 0,07 0,08 0,00 0,05 0,03 
B 0,10 SH-Fe 18 1,88 0,90 1,31 1,26 0,79 
B 0,10 SH-Mn 18 0,70, 0,10! 0,12 0,14 0,08 


0,50 18 0.08 0,04 — 9,03 0,07 0.04 
0,50 SH-Fe 18 1,91 0,79 0,98 0,54 
0,50 SH-Mn 18 0,29 0,18 0.18 0,13 
0,50 - 18 0,08 0,08 0,11 0.00 
0,50 SH-Fe 18 215 0,60 1,04 0.47 
0,50 SH-Mn 18 0,30 0,16 0,20 0,07 
0,50 18 0,04 0,04 0,03 0,01 
0,50  SH-Fe 18 1,60 0,40 0,77 ~—-0,53 
0,50 SH-Mn 18 0,28 0,08 0.10 0.14 


der ,,Limmer-Dysenterie Verwan 
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die Resultate mit Mangan an Stelle von Eisen an, auf die aber erst 
spater genauer eingegangen werden soll. 

Von den zahlreichen Kulturen verschiedenen Alters und ver 
schiedener Herkunft waren die des B.sporogenes am dipeptidase 
reichsten: einen etwas geringeren Peptidasengehalt zeigten die Kulture) 
des B. perfringens und die des B. paludis, eines tierpathogenen Ver 
wandten des Perfringensbazillus. Der Enzymgehalt dieser Kulturen 
erlaubte die Spaltungsdauer auf eine Stunde zu beschrinken. Dagegen 
erforderte der Dipeptidasegehalt der anderen Bazillenkulturen eine 
langere Spaltungsdauer; wir wahlten eine 1S8stiindige. 

Der Grund fiir das fast ausschlieBliche Vorkommen von inaktive: 
,, Dipeptidase** in der Kulturfliissigkeit ist ein sehr einfacher: Alle hier 
angefiihrten Anaerobier bilden in der Bouillonkultur, d. h. beim Vorliegen 
S-haltiger Eiwei®stoffe, u.a. auch Schwefelwasserstoff!. Durch ih 
wird die bei der Autolyse in die Nahrfliissigkeit tibertretende (in diesem 
Augenblick wohl noch wirksame) ,,Dipeptidase’ vergiftet. Der Ver- 
giftungsvorgang besteht nun wir wir vorwegnehmend schon hier 


anfiihren wollen in nichts anderem als in der Ausschaltung des als 
Co-Enzym fungierenden Eisens. Als Modellversuch kann der auf 8. 352 


beschriebene Versuch gelten: Er zeigt, daB die durch Eisen-Cystein 
aktivierten Dipeptidasen auf H.S-Zusatz sofort reversibel inaktiviert 
werden, und zwar infolge Bildung von FeS. 

Aus dem Vorliegen von fast nur inaktiver ,,Dipeptidase* in der Bouillon 
kultur kann man folgern, daB die ,,Dipeptidase* fiir den Bazillus keine 
extracellulare, sondern lediglich intracellulare Bedeutung hat, also ein 
Endoenzym ist. 

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB die von W. Grass 
mann? aufgefundene groBe Empfindlichkeit der Hefe- und Organdipeptidaser 
gegen H,S sehr wahrscheinlich auf die gleiche Ursache zuriickgeht: Auch 
hier wird es sich um die Ausschaltung eines als Co-Enzym_ wirkender 
Metalls in Form seines Sulfids handeln. Dafiir spricht ebenso der stéchio 
metrische Verlauf der Reaktion, die zur Inaktivierung fiihrt, wie die Hemm- 
barkeit dieser Dipeptidasen durch HCN. Die Hemmung durch SH-Vei 
bindungen ist weniger ausgepragt. Dies wird wohl daher riihren, dali 
Cystein, wenn es nicht in groBem Uberschu8 angewandt wird, das Meta!| 
nicht restlos vom Protein abzulésen vermag, sofern man sich den Vorganyg 
ungefahr folgendermaBen vorstellt: 

Enzym-Me + Cystein @ Apoenzym + Cystein-Me 
Da Schwefelwasserstoff Eisen nach dem Schema 
Enzym-Me + H,S — Apoenzym + MeS 

als Sulfid véllig ausschaltet, geniigen zur Hemmung geringere Mengen 
H,S als Cystein. In Fallen, in denen die dipeptidatische Wirkung dure! 

1 Vgl. z. B. M. Weinberg, R. Nativelle u. A. Prévot, Les Microbes 

u g 

anaérobies, Paris 1937. — 2 Z. B. W. Grassmann, Ergebn. d. Enzymforsch. 
5, 102, 1936. 
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H,S und HCN nicht nennenswert beeinfluBt wird, wie z. B. bei der Grass 
mannschen Asparaginase! und den ,,Anilinpeptide* spaltenden Peptidasen ®. 
wird man an das Vorliegen von Mangan als Co-Enzym denken, denn die 
Anaero-Mn-dipeptidasen sind, wie auf S. 351 und 8S. 352 gezeigt wird. 
yegen Schwefelwasserstoff und Blauséiure weitgehend wrempfindlich. 


2. Das Auftreten ,,inaktiver Dipeptidasen in der Kultur flissigkeit. 


Die Kulturfliissigkeiten werden erst nach einer bestimmten Kultur- 
dauer auf Zusatz von Cystein-Eisen dipeptidatisch wirksam. Der Zeit- 
punkt des Auftretens inaktiver 
Dipeptidasen fallt mit der ,,Auto- 
digestion’* oder der Autolyse der 
Hauptmenge der Bakterien zu- 
sammen. Der Ubertritt der Di- 
peptidasen in das umgebende 
Milieu erfolgt dann verhaltnis- 
maBig rasch. Der Enzymgehalt 
der Kulturfliissigkeit bleibt bei 
weiterer Bebriitung, wobei kaum 














noch eine Bakterienvermehrung 





i — Py F - é 3 + s 
stattfindet, einige Zeit ziemlich Wachstumsdaver (¢=37° 
konstant und nimmt dann in der bbb. 2. Rellaien dav Shtatibin Rtn. 
Regel mehr oder minder rasch tidase in der Kulturiliissigkeit 

ab. In Abb. 1 ist das Auftreten OS ee | eee ae 
und das Verhalten der Botulinus- 

dipeptidase in der Nahrfliissigkeit wahrend eines 7tagigen Wachs- 
tums des B. botulinus Typ B auf Pferdefleisch- Bouillon (Pepton, NaCl, 
Phosphatpuffer py 7) bei 37° dargestellt. 

Ausfiihrung der Versuche zu Abb. 1. Zur Bestimmung des Dipeptidase- 
gehalts der nach bestimmten Zeiten keimfrei gemachten Kulturen des 
B. botulinus Typ B wurde ihr Spaltungsvermégen fiir Leucylglyein und 
Glveylglyein nach Zusatz von Cystein-Eisen bei py 7,8 ermittelt. Die 
Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt : 0,2 cem Kulturfiltrat, 0,75 cem 
m/25 Cystein (pu 7.8), 0.2cem m/50 Eisen (I1)-sulfat, 0,02 cem n/10 
NaOH, 0,85cem Wasser und 3cem Substrat (Versuchsvolumen 5 ccm) 
wurden gemischt, 2cem zur Carboxylbestimmung nach Willstdtter- Wald- 
schmidt-Leitz entnommen, der Rest wurde mit Toluol iiberschichtet, das 
MeBk6lbchen sorgfaltig mit N, gefiillt und 18 Stunden bei 40° im Thermo- 
staten aufbewahrt. Danach wurden wieder 2cem mit alkoholischer n/20 
KOH und Thymolphthalein als Indikator titriert. Der Rest diente zur 
kolorimetrischen Bestimmung des py und des Cysteins. (Ist die SH-Probe 
nur noch eben angedeutet oder ganz verschwunden, dann darf der Versuch 


nicht gewertet werden.) 


1 W.Grassmann ou. O. Mayr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 185, 
1933, und zwar 8S. 200. 2 Z. B. W. Grassmann, L. Klenk u. T. Peters 
Mayr, diese Zeitschr. 280, 315, 1935. 
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5). Reinigungsversuche. 

Fiir die vorliegenden Versuche war eine restlose Abtrennung der 
..Dipeptidase** von den anderen mit ihr vergesellschafteten Protease: 
(Proteinasen und Aminopolypeptidase) nicht unbedingt notwendig 
Um jedoch mégliche Einfliisse von seiten anorganischer und organische 
Bouillonbestandteile auf die ,,Aktivierung’’ auszuschalten, wurden sik 
soweit dies ohne allzu groBen Enzymverlust durchfiihrbar war, aut 
eintachem Wege abgetrennt. Am besten gelang ihre Abtrennung bishe: 
bei der Sporogenes- und Perfringens-dipeptidase. Wesentliche Unter 
schiede im Aktivierungsverhalten der Dipeptidasen in der Kultur 
fliissigkeit und in reineren Lésungen haben wir nicht beobachtet, doch 
erwies sich das Verhalten verschiedener Dipeptidasen gegen bestimmte 
Zusatzstoffe nicht aber gegen Cystein-Eisen —- vom Reinheitsgrad 
abhangig, worauf wir noch zuriickkommen werden. 


a) Sporogenes-dipeptidase. 

Die einfachste und auch schonendste Art, niedermolekulare Bouillon- 
kulturbestandteile abzutrennen, ist die Dialyse: Wie das Beispiel (| 
in Tabelle IL zeigt, lassen sich Kulturen des B. sporogenes mehrere Tage 
ohne nennenswerten Enzymverlust dialysieren, wenn man dabei schwachi 
alkalisches Wasser benutzt. 


Beispiel 1: 100 cem einer dreitigigen, keimfrei gemachten Bouillon- 
kultur des B. sporogenes wurden im Cellophanschlauch unter Toluol 3 Tage 
bei 20° gegen flieBendes destilliertes Wasser vom py etwa 7,5 dialysiert. Das 
Dialysat, das iiber das Doppelte angestiegen war, engte man durch Vakuum.- 
destillation (Innentemperatur 20°) ein und brachte das Konzentrat aut 
100 cem (px 7,4). 1 cem der Kultur enthielt 45,80 mg, 1 cem des Dialysat- 
16,8L mg Trockenriickstand (105°). 


Tabelle II. Dialyse einer Bouillonkultur des B. sporogenes. 
Versuchsbedingungen: Volumen 5 ccm (0,6 Millumol Substrat). px 7,8 
0,4¢éem Enzymlésung beim LG.- und AG.-, 0,2 cem beim GG.-Versuch 

t = 40°, Toluol, N,. Dauer 1 Stunde. Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n 20 KOH) 
Priiparat Zusatze —— ~— 
L&. AG. GG. 


SH-Fe 1,77 : 1,80 
SH-Mn 1,70 


SH-Fe 1,70 =e 1,74 
6 ‘ SH-Mn . 1,68 . 


Zu hoher gereinigten Sporogenes-dipeptidasepraparaten gelangten 
wir-- aber nicht ohne merklichen Enzymverlust — auf folgendem Wege : 


Beispiel 2 : 600cem einer dreitagigen, keimfrei gemachten Bouillonkultur 
des B. sporogenes werden bei 0° unter Umschwenken langsam mit 1800 cem 
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riefgekiihltem Holzgeist versetzt. Der abgetrennte Niederschlag, der mu 
im Teil léslich ist, wird zweimal mit Wasser gut extrahiert, die geklarten 
Losungen vereinigt und daraus erneut durch Zugabe von 3 Vol. Methy!- 
ikkohol und etwas Natriumacetat ein Niederschlag abgeschieden. | Diesen 
nimmt man in 3800 cem Wasser auf, klart die Lésung auf der Zentrifuge und 
versetzt sie in der Kalte mit 150 cem Methylalkohol (Na-Acetat), wobei die 
lemperatur nicht tiber + 2° ansteigen soll. Ein ziemlich rasch austallendet 
feinflockiger Niederschlag, der nur wenig Dipeptidase enthalt, wird ver 
worfen. Durch Zusatz von 450 cem tiefgekiihltem Aceton zur Mutterlauge 
scheidet sich ein grobflockiger Niederschlag aus, der die Hauptmenge de 
..Dipeptidase™ enthalt. Er wird nochmals in der Kalte mit dem doppelten 
Vol. Aceton umgefallt. Die geklarte, schwach gefarbte Lésung vom py 
etwa 8 wird auf pH etwa 7,4 gebracht und das Volumen auf 150 ecm 
eingestellt. Trockenriickstand von 1 cem des Kulturfiltrats 46.34 mg, 
von 0,25 cem der gereinigten Lésung 0,64 mg (Auswertung in Tabelle IIT). 


Tabelle III. Auswertung des Beispiels 2. 


Versuchsbedingungen: Volumen 5 ccm (0,6 Millimol Substrat). py 7,8. 
Zur LG.- und AG.-Spaltung 0,2 cem, zur GL.-, GA.- und GG.-Spaltung 
0,.leem Enzymlésung angewandt. Diese wurde vor Zusatz des Substrats 
mit 0,5 cem m/25 Cystein, 0,2 cem m/50 Eisen- bzw. Mangansulfat, 0,02 cem 
n/10 NaOH und der entsprechenden Menge Wasser 15 Minuten bei 40° 
aufbewahrt. Toluol, Ny. ¢ 40°, Dauer | Stunde. Titrationsprobe: 2 ccm. 





Spaltung (cem n/zZ0o KOH) 


Praparat Zusiit2 
LG. AG. Gl GA 


Rultur........:. | SEE Pe 1,88 
SH-Mn 


Gereinigte Lésung SH-Fe 1,16 yl! 
SH-Mn 1,10 1,2 


” 


Die so dargestellten reineren Dipeptidasepraparate, die wir vielfach 
bei den Aktivierungsversuchen benutzten, spa!ten die fiinf Dipeptide 
noch im gleichen Verhaltnis wie das Ausgangsmaterial, behalten aber 
dieses Vermégen, selbst im Kiihlschrank bei — 2° unter Toluol auf- 
bewahrt, nur kurze Zeit bei. Gealterte Lésungen besitzen fast noch das 
anfangliche LG.-, aber nur noch einen Teil des Glycylpeptid-Spa!tungs- 
vermogens. 

Da die in den Kulturen des B. sporogenes, aber auch die in reineren 


Lésungen vorliegenden Peptidasen im schwach sauren Gebiete  be- 
standiger sind als die mit ihnen vergesellschaftete Proteinase !, die so- 
irreversible In- 


genannte Sporogenes-proteinase, kann man durch 
aktivierung dieser bei pu 5 proteolytisch unwirksame Peptidasen- 
praparate darstellen (s. Beispiel 3). 

Beispiel 3: 25ccm einer nach Beispiel 2 gewonnenen Sporogenes- 
dipeptidaselésung werden mit 10 cem m/5 Acetatpuffer vom px 5 versetzt, 


1 Uber die Sporogenesproteinase und ihre Inaktivierung vgl. XI. Mit- 
teilung, diese Zeitschr. 300, 89, 1939. 
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die Mischung 3 Stunden bei 25° aufbewahrt, dann das py mit n/10 NaOQ ti 
auf 7 gebracht und das Volumen auf 50 ccm aufgefiillt (Auswertung 
Tabelle IV). 


Tabelle IV. Auswertung des Beispiels 3. 
Dipeptidaseversuch: Volumen 5cem (0,6 Millimol Substrat), px 78 
0,30 bzw. 0,60 cem Enzym gegeniiber LG. und AG., 0,15 bzw. 0,30 cc: 

Enzym gegeniiber GG., Toluol, N,. ¢ 40°, Dauer 1 Stunde. 
Proteinaseversuch: Volumen 10 cem (0,40 g¢ Casein), pu 7, 0,50 bzw 
10cem Enzymlésung, Toluol, Nog. t = 40°, Dauer 20 Stunden. 
Titrationsprobe: 2 ccm. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 
Priiparat Zusitze 1:7 SSEEESEEEEREEE —_—— 
Casein LG. AG. GG. 


Ausgangslésung - 1,09 0,02 0,00 — 0,03 
> - 1,82 1,90 
= SH-] 1,84 
0,03 
SH-Fe 0,02 1,74 1,69 
SH-Mn 0,05 


b) Perfringens-, Paludis-, Ovitoxicus- 
und Agni-dipeptidase. 
AuBer durch Dialyse befreiten wir die Perfringens-dipeptidas 
von den hauptsachlichsten Bouillonbestandteilen wie folgt : 


500 cem einer keimfrei gemachten dreitagigen Bouillonkultur des B. pe: 
fringens versetzte man in der Kalte mit 3 Vol. gesattigter Ammon 
sulfatlésung, lieB iiber Nacht im Kiihlschrank stehen, schleuderte den feine: 
Niederschlag hochtourig ab, léste ihn in 50 cem Wasser, _ stellt: 
das py auf 7 ein und versetzte die auf der Zentrifuge geklirte, eisgekiihlt: 
hellbraune Lésung mit 150 cem Ammonsulfat. Nach etwa zweistiindigen 
Stehen wurde der Niederschlag abgeschleudert (10000 Umdr./min), it 
50 cem Wasser gelést, das py auf 7,4 gestellt und die Lésung im Cellophan 
schlauch unter Toluol 3 Tage bei Zimmertemperatur gegen flieBende- 
destilliertes Wasser vom py etwa 7,5 dialysiert. Das Dialysat wurde aut 
100 cem aufgefiillt. Troeckenriickstand von | eem des Kulturfiltrats 72,10 mg. 
von 0,2 cem der gereinigten Lésung 0,45 mg. Da kein nennenswerter Enzym 
verlust dabei aufgetreten ist, bedeutet dies eine ungefahr 150fache An 
reicherung der ,,Dipeptidase** (Auswertung siehe in Tabelle V). 


Mit dem B. perfringens nahe verwandt sind einige tierpathogen: 
Anaerobier, wie der B. paludis, B. ovitoxicus und B. agni, der Errege: 
der Laimmer-Dysenterie. Auch in ihren Bouillonkulturen fanden wit 


aktivierbare (inaktive) Dipeptidasen, am reichlichsten in den Kulturen des 


B. paludis. Ihr Aktivierungsverhalten und Wirkungsvermégen wurde: 
an Hand keimfreier Bouillonkulturen und dialysierter Kulturen studiert 
Auch bei der Dialyse dieser Kulturfiltrate gegen schwach alkalische- 
Wasser tritt kein merklicher Enzymverlust auf. 
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Tabelle V. Auswertung des gereinigten 
Perfringens-dipeptidasepraparates. 
Dipeptidaseversuch: Volumen 5cem, py 7,8, Oscem Kultur bzw. 
0,1 cem gereinigte Lésung mit Cystein-Eisen bzw. -Mangan 15 Minuten bei 
40° vorbehandelt. Toluol, N,. Dauer J Stunde. 
Proteinaseversuch: Gelatineversuch l0cem (0,40 g2 Substrat), Clupein- 
versuch 5cem Volumen (0,30 g Clupein C), py 7.0. Toluol, N,. Dauer 
2) Stunden. K.S. Losung, in der das Co-Enzym der Anaerobiase 
vorliegt I. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 
Priiparat ecm Zusitze 
LG. AG. GL. Clupein Gelatine 


0.5 36,05 0,02 0,03 0.00 0,05 
0,5 36,05 SH 0,04 0,05 0,03 2,05 
0,5 36,05 SH-Fe 110 0,47 ath} Bae 
0.5 36,05 SH-Mn 1,00 


Gereinigte Lésung 0,10 0,23 0,04. 0,00 0,02 0,00 
0,10 0,23 SH 0.03. 0,04 0.02 0.07 
0,10} 0,23; SH-K.S. 1,93 
0.10 0,23 SH-Fe 1,18 2,10) 0,17 
0.10 0,23 SH-Mn 0,91 


c) Histolyticus-dipeptidase. 


Zur Untersuchung der ,,Dipeptidase’ des B. histolyticus standen 
uns keimfreie Bouillonkulturen dreier verschiedener Stéamme zur Ver- 
fiigung, die wir zur Reinigung einer mehrtagigen Dialyse gegen flieBendes 


Wasser vom pu = 7,9 unterwarfen. Das Ergebnis einer solchen Dialyse 
findet sich in Tabelle VI. 


Tabelle VI. Dialyse einer Bouillonkultur des B. histolytieus. 
Beispiel: 100 cem einer zweitagigen keimfrei gemachten Kultur des B. histo- 
lyticus auf Pope-Leber-Bouillon wurden im Cellophanschlauch unter 
Toluol bei Zimmertemperatur 3!/, Tage gegen flieBendes destilliertes Wasser 
vom pu = 7,5 dialysiert. Das fast 300 cem betragende, hellbraun gefirbte 
Dialysat engte man im Vakuum ein und brachte das Konzentrat auf 100 eem 
(Pu 7,5). Leem des Kulturfiltrats enthielt 76,80 mg, 1 cem des Dialysats 
12.90 mg Trockenriickstand (105°). 





Spaltungs- Spaltung (cem n20 KOH) bei 40° 
Priiparat Zusiitze dauer 
in Stdn. LG. AG. GG. 


0,10 18 0.05 0,00 0,04 
0.10 SH-Fe 18 one 0,48 0,30 


Dialysierte Kultur | 0,10 18 0.04 0,03 0,01 
” ” 0,10 SH-Fe 18 2,08 0.44 0,27 


! Vel. dazu VIL. Mitteilung, Naturwiss. 26, 139, 1938: IX. und XI. Mit- 
teilung, diese Zeitschr. 297, 284, 1938: 300, 89, 1939. 
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d) Botulinus-dipeptidase. 

Auch zum Studium der in den Kulturen der verschiedenen Ty}. 
des B. botulinus vorliegenden ,,Dipeptidase’’ dienten vor allem dial! 
sierte Kulturen als Enzympraparate. Denn die Darstellung reinere: 
Praparate, beispielsweise durch Holzgeistfaillung, ergab namlich, da| 
die auf diesem Wege gewonnenen Enzympraparate nicht mehr fiir al| 
Dipeptide das urspriingliche Wirkungsvermégen besitzen: Nie spalte 
wohl Leucylglycin noch ebenso rasch wie das Ausgangsmaterial, sin« 
aber gegeniiber Glycylpeptiden viel schwacher wirksam. Dieser Befund 
ist im Hinblick auf die Natur der ,,Dipeptidase*: sehr aufschluBreich; 
und erinnert an ahnliche Beobachtungen von K. Linderstrom-Lany 
bei der Malz- und Organ-dipeptidase. Wir kommen darauf noch zuriick 
In Tabelle VIL fiihren wir einen solchen Versuch an. 


Tabelle VII. Darstellung und Auswertung eines 
Botulinus-dipeptidasepraparates. 

Beispiel: 500 cem einer keimfreien zweitagigen Bouillonkultur des B. bot 

linus Typ B wurden bei 0° langsam mit 1500 cem tiefgekiihltem Holzgeist 
versetzt. Den abgetrennten Niederschlag verriihrte man zweimal mit |: 
100 com Wasser, trennte die Lésung vom Unl6éslichen und versetzte dir 
vereinigten Extrakte bei 0° mit 3 Vol. Holzgeist. Zu der geklarten 
Lésung dieser Fallung wurden in der Kalte 2 Vol. tiefgekiihltes Aceton 
gegeben, die feinflockige Ausscheidung abgeschleudert, gelést, von weni 
Ungeléstem befreit, py auf 7,5 eingestellt und das Volumen auf 100 com 
gebracht. Trockenriickstand (105°) von leem Kulturfiltrat 36,40 mg, 

von 0,2cem des gereinigten Praparates 1,44 mg. 

Versuchsbedingungen: Volumen 5cem (0,6 Millimol Substrat), pu 7.8. 
Zusatze: 0,75 cem m/25 Cystein, 0,20 cem m/50 Eisen (I1)-sulfat, 0,20 cen 
n/100 NaOH. Toluol, N,. ¢ 40°. Dauer 18 Stunden. Probe: 2 cem 





Spaltung (cem n/20 KOH) 
Priiparat i bacictcalatess # 
LG. AG. GL. GG 


Kultur 0,10 2,03 BF 0,81 0,87 
Gereinigte Lésung 0,02 1,90 : 0,17 0,14 


Auf Zusatz von 3 Vol. Holzgeist zum Kulturfiltrat gewinnt man also 
ein mindestens gegeniiber Leucylglycin noch gut wirksames Praparat 
Versucht man aber aus dem Kulturfiltrat durch fraktionierte Fallung 
bei 50, 66 und 80°,iger Holzgeist-Konzentration reinere Praparate 


darzustellen, so gelingt dies nicht: keine der anfallenden Fraktionen ist 
nach Zusatz von Eisen-Cystein noch dipeptidatisch wirksam, auch di 
wiedervereinigten Fraktionen sind es nicht, ebensowenig werden sie e- 
nach Zusatz der vom Alkohol befreiten Mutterlauge. Die Botulinus-b 
dipeptidase wird demnach bei diesem Vorgehen irreversibel inaktivier' 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 1929; 188, 48, 1929. 
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Nach den Ergebnissen weiterer Reinigungsversuche, iiber die wit 
demnachst berichten werden, sind die Anaero-dipeptidasen gegeniiber 
bestimmten Eingriffen bzw. ReinigungsmaBnahmen sehr empfindlich 
Ihrer Abtrennung von den anderen Proteasen stellen sich deshalb 
ziemliche Schwierigkeiten entgegen. Auch die Bestandigkeit der Di 
peptidasen nimmt mit steigendem Reinheitsgrad ziemlich stark ab 
So fanden wir beispielsweise, daB die gereinigte Sporogenes-dipeptidase 
nach ungefahr vierw6chigem Stehen im Kiihlschrank bei 20 jiber 
die Halfte ihres Spaltungsvermégens einbiiBt, wobei das Glycylpeptid- 
Spaltungsvermégen stirker abnimmt als das Leucylglycin-Npaltungs- 
vermégen. In verschiedenen der folgenden Tabellen kommt dies bei 
der Verwendung gealterter Praparate zum Ausdruck. 


Il. Substrate. 


Die benutzten Dipeptide dl-Leucylglycin, dl-Alanylglycin, dl-Glyev] 
leucin, dl-Glyeylalanin und Glycylglycin waren kauflich erworbene 
und selbst dargestellte Priparate. Wesentlichen Unterschieden in der 
Spaltbarkeit der kauflichen und unserer Praparate sind wir nicht be- 
gegnet, kleine Schwankungen in der Spaltungsgeschwindigkeit wurden 
jedoch festgestellt. Anfanglich benutzten wir phosphathaltige Substrat- 
losungen !, spaiter aber nur noch phosphatfreie, deren py 7.8 mit 
Ammoniak eingestellt wurde. Das py der Versuche blieb auch mit 
diesen Substratlésungen ziemlich konstant. Unterschiede im  Akti- 
vierungsverhalten der Dipeptidasen traten im phosphatfreien und phos- 
phatgepufferten Versuch nicht auf, geringe Unterschiede in der Spaltungs- 
geschwindigkeit wurden jedoch beobachtet °. 


Hil. Das Wirkungsoptimum. 


Nach den Aktivitats-py-Versuchen, deren Ergebnisse in Abb. 2 


bis 4 zusammengestellt sind, liegt das py-Optimum der Sporogenes- 


und Perfringens-dipeptidase gegeniitber LG., AG., GA. and GG., der 


Botulinus- und Histolyticus-dipeptidase gegentiber LG. um py = 7.8. 


' Nach den Angaben von A. Bertho u. W.Grassmann, Biochem. 
Praktikum, Berlin 1936, S. 103, bereitet. 2 Dagegen finden wir bei- 
spielsweise bei der ,,Dipeptidase’ (nicht aber bei der Aminopolypepti- 
dase) des aeroben B. pyocyaneus eine starke Erhéhung der Spaltungs 
geschwindigkeit durch Phosphat. AuBer diesem wirken noch Mg. Fe und 
Mn und bemerkenswerterweise auch Cystein dieses aber nur im phosphat 
freien System aktivierend’*; die Kombination Metall/Cystein steigert 
die Wirksamkeit nicht mehr als das Metall allen. HCN hemmt: dies: 
Hemmung vermag nur Mangan unter gleichzeitiger Steigerung der Wirk 
samkeit wieder vollstandig aufzuheben. Die dazu notwendige Menge 
Mangan ist sehr gering. Die Pyocyaneus-dipeptidase spaltet LG. viel 
schneller als die anderen vier Dipeptide. 
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Zur Bestimmung des Pu-Optimums der mit Eisen-Cystein bzw. 
Mangan-Cystein maximal aktivierten Sporogenes- und Perfringens 
dipeptidase benutzten wir Praparate, die nach den Beispielen auf 
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Abb. 2. py-Abhiingigkeit der LG.-Spaltung dureh Fe-SH aktivierte Histolyticus-, Botulinus-B 
PH 3 : 
und Sporogenes-dipeptidase. 


Kurve a Histolyticus-dipeptidase + Fe + SH + LG. (Versuchsdauer 18 Std., 40° ©), 
<———  : Botulinus-B-dipeptidase + Fe + SH + LG. (Versuchsdauer 18 Std., 40° ¢ 
; O- Sporogenes-dipeptidase + Fe + SH LG. (Versuchsdauer 1 Std., 40° ( 


Abb. 3 Pu Abhingigkeit der GG.-Spaltung durch Fe-SH aktivierte Sporogenes- 
und Perfringens-dipeptidase. 
Kurve QO —— (©): Sporogenes-dipeptidase + Fe + SH + GG. (Dauer 1 Std., 40°C) 


‘ <—— : Perfringens-dipeptidase + Fe + SH + GG. (Dauer 1 Std., 40°C) 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. py-Abhingigkeit der AG.-Spaltung durch Mn-SH aktivierte Sporogenes- 
und Perfringens-dipeptidase. 

Kurve CQ —— (©): Sporogenes-dipeptidase + Mn + SH + AG. (Dauer 1 Std., 40°). 

—— X: Perfringens-dipeptidase + Mn + SH AG. (Dauer 1 Std., 40°C). 


A 


Abb. 5. py-Abhiingigkeit der GA.-Spaltung durch Mn-SH aktivierte Sporogenes- 
und Perfringens-dipeptidase. 

Kurve Q ——— (©): Sporogenes-dipeptidase + Mn + SH + GA. (Dauer 1 Std., 499) 

: <——  : Perfringens-dipeptidase + Mn SH GA. (Dauer 1 Std., 49°C). 
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8.338 und 340 dargestellt waren, zur Bestimmung des Wirkungsoptimums 
der mit Eisen-Cystein aktivierten Botulinus- und Histolyticus-dipepti- 
dase dialysierte Kulturfiltrate. Zur Einstellung der Wasserstoffzahl wurde 
von Puffergemischen abgesehen, einerseits, um mégliche Einfliisse der- 
selben auf die Spaltungsgeschwindigkeit auszuschalten, andererseits, 
um einen scharf erkennbaren Umschlagspunkt des Indikators zu erhalten. 
Zur Einstellung und Konstanthaltung der jeweiligen Wasserstoffionen- 
konzentration in den Versuchen geniigte es, die verschiedenen Kom- 
ponenten: Enzym-, Cystein- und Substratlésung, auf das entsprechende 
pu zu bringen und zum Ausgleich der sauer reagierenden Metallsalze 
die ndétige, vorher ermittelte Menge NaOH hinzuzufiigen. Im un- 
giinstigsten Falle trat eine Verschiebung des py-Wertes von 0,2 nach 
der alkalischen Seite hin auf, was aber die Genauigkeit der Bestimmung 
nicht beeintrachtigte. Bei den Versuchen mit einstiindiger Spaltungs- 
dauer wurde die Enzymlésung mit den Aktivatoren 15 Minuten bei 40° 
vorbehandelt ; bei den 18stiindigen Versuchen war dies nicht notwendig. 
In den alkalischen Ansaétzen muBte der Sauerstoff besonders sorgfaltig 
durch Stickstoff entfernt werden. 


IV. Die Aktivierung. 


Zur Aufklérung der Vorginge, die sich beim Wirksamwerden der 
,unwirksamen Dipeptidasen** durch Eisen-Cystein abspielen, unter- 
suchten wir: 1. den zeitlichen Verlauf der Aktivierung, 2. ob und durch 
welche Substanzen die beiden Komponenten Eisen und Cystein ersetzt 
werden kénnen, 3. in welcher Konzentration diese noch maximal 
aktivieren, 4. welche Wirkung die einzelnen Komponenten auszuiiben 
vermégen und 5. welchen EinfluB andere Zusatzstoffe auf die aktiven 
Dipeptidasen haben. 

Bei diesen Versuchen dienten die in Abschnitt I, 3, beschriebenen 
Kulturen und die daraus dargestellten reineren Lésungen als Enzym- 
praparate und die in Abschnitt II angefiihrten fiinf Dipeptide als 
Substrate. Die Verwendung zahlreicher, in quantitativer Hinsicht so 
verschieden wirksamer Dipeptidasepraparate und mehrerer Substrate 
fiihrte zu einem umfangreichen und mannigfaltigen Beobachtungs- 
material; dieses hat unsere Kenntnisse iiber die Aktivierung und das 
Wirkungsvermégen der Anaero-dipeptidasen erweitert und vertieft, 
andererseits aber eine Zusammenfassung der Erscheinungen unter 
einem Gesichtspunkt sehr erschwert. 


1. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung. 
A. Vorbehandlung des Enzymprdaparates. Um den zeitlichen Verlauf 
des Uberganges der inaktiven in die aktive ,,Dipeptidase’’ unter dem 
EinfluB der Aktivatoren zu untersuchen, d.h. um die durch die ver- 
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schiedene Vorbehandlungsdauer bewirkten Unterschiede im_ ,,Akti 
vierungsgrad** erfassen zu kénnen, muB die Spaltungsdauer so kurz 
wie méglich gewahlt werden, weil die Gefahr besteht, daB bei langer 
dauernder Spaltung bestehende Aktivitatsunterschiede verwischt werden 
Dies ist in der Tat der Fall. Aus diesem Grunde bedarf es bei 18stiindigen 
Versuchen, wie wir sie mit dipeptidatisch schwach wirksamen Pra- 
paraten durchfiihren, keiner Vorbehandlung. Fiir die Untersuchungen 
kamen deshalb nur die dipeptidasereichsten Praparate in Frage, also 
die Kulturen des B. sporogenes und B. perfringens und die daraus ge- 
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wonnenen reineren Enzymlésungen, 
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8 i | auf 30 Minuten erlaubte. In Abb. 6 
mi —-— Sporogenes-aypephiase + Cysteins Lisen+6 haben wir die Ergebnisse einiger 
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ersuche dargestellt, die folgender- 
Pah ee ila 1 1 Be tellt, die folgender 
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08+ a is jeans US Samtliche Lésungen (Enzym 
PS SSE NEES LOSE 188, ES praparat, Zusatzstoffe, Substrat) 
a Sporagenes-dpephdase + Cysten+ManganrAG waren auf 40° vorgewarmt. Volumen 
6 » + » sbisenshé der Ansatze 5eem. Die Enzymlésung 
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0 5 7) w 50 0,2 cem m/50_ Eisen (bzw. Mangan.-) 
Min. sulfat, 0,02 cem n/10 NaOH und der | 
Abb. 6. entsprechenden Menge Wasser ver- 


schieden lang im Thermostaten bei 
40° aufbewahrt und dann mit 3cem Substrat (0,6 Millimol) versetzt. 
Spaltungsdauer 30 Minuten, ¢ = 40°, Titrationsprobe 2cem. Die Meb- 
kélbehen wurden nach jedem Offnen sorgfaltig aber rasch mit N, gefiillt, 
wihrenddem sie in Wasser von 40° standen. Um die Zeit genau einhalten 
zu kénnen, wurden die Versuchsreihen zu zweit durehgefiihrt. 





Aus dem Verlauf der Kurven in Abb. 6 ist ersichtlich, daB bei 
40° 5 Minuten nach dem Zusammengeben von unwirksamem Praparat, 
Kisen(II)-sulfat (wie auch Mangansulfat) und Cystein die dipeptidatische 
Wirkung maximal, d.h. der Ubergang vom inaktiven zum aktiven 
Enzym vollzogen ist. 

B. Vorbehandlung des Substrats. DaB die Vorgainge, die zum 
Wirksamwerden des Enzyms fiithren, sich nicht zwischen Substrat und 
Zusatzstoffen, sondern zwischen inaktivem Enzym und Zusatzstoffen 
abspielen, geht aus dem Beispiel der Tabelle VIII klar hervor. Danach 
fiihrt nur die Vorbehandlung des Enzyms zur sofort einsetzenden maxi- 
malen Spaltungsgeschwindigkeit. 

C. Vorbehandlung des Enzymprdparates mit Cystein oder Metall 
allein. Die Rolle der einzelnen Komponenten beim Aktivierungsvorgang 












geht aus den Versuchsergebnissen in Tabelle LX klar hervor. Danach 
fiihrt die Vo andlung des ,,inaktiven Enzyms‘‘ mit Eisen bzw 
fiihrt die Vorbehandlung d kti Enz: 
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Tabelle VIII. 


Vorbehandlung des Substrats mit den Aktivatoren. 
Enzymlésungen: 1. Gereinigte Sporogenes-dipeptidase. 2. Gereinigte 
Perfringens-dipeptidase. 

Aktivatoren: 0,5cem m/25 Cystein und 0,2cem m/50 EKisen- bzw. 
Mangansulfat. 

Versuchsbedingungen. Versuch 1: Kontrolle, ohne Vorbehandlung einer 
Komponente. Versuch 2: Vorbehandlung des Substrats, 10 Minuten bei 40°. 
Versuch 3: Vorbehandlung des Enzympraparats, 10 Minuten bei 40°. Zu 2 
kam dann Enzymlésung, zu 3 das Substrat. Spaltungsdauer 30 Minuten. 
Toluol, Ng. ¢ = 40°. Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Versuch Sporogenes-dipeptidase Perfringens-dipeptidase 
Nr. LG. GG.* GL. Ga. 
1 1,02 1,09 0,54 0,46 
2 1,15 1,00 0,58 0.48 
3 1,47 1,41 1,44 1,24 
* Halbe Enzymmenge angewandt. ** In diesem Falle trat an Stelle von Eisen Mangan, 


Mangan allein und nachfolgender Zugabe von Cystein und Substrat 
nicht zur sofort einsetzenden maximalen Spaltungsgeschwindigkeit, 
dagegen ist dies nach Vorbehandlung des Enzymprdparates mit Cystein 
der Fall. D.h. so wie das ,,inaktive Enzym* im Praparat vorliegt, 
vermag es das Metall nicht zu verwerten ; es bedarf dazu einer vorherigen 
Veranderung durch Cystein. Diese spielt sich rasch, aber mit noch meb- 
barer Geschwindigkeit ab. 


Tabelle IX. 

Enzympraparat: Dialysierte Kultur des B. perfringens. 
Zusatzstoffe: 0,5 cem m/25 Cystein, 0,2 cem m/50 Eisen- bzw. 
Mangansulfat. 

Versuchsbedingungen: wie iiblich; der ,,Zusatz‘* erfolgte jeweils nach der 
10-Minuten-Vorbehandlung. Spaltungsdauer: 30 Minuten. 





3 s ¢C 20 K¢ 
Vorbehandlung paleung (com es i cal 


Priparat bei 40°C mit Zusatz - = ne 

Perfringens-dipeptidase  Cystein- Fe 1,45 
9% Eisen Cystein 0,76 
” Cystein Fe 1,53 
- Cystein-Fe 0,62 

AG. GA 

Cystein-Mn 0,98 1,24 

’ Mangan Cystein 0,66 0,61 

- Cystein Mn 0,95 1,31 

Cystein-Mn 0,62 0,47 


23* 
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2a. Ersatz des Eisens. 

Von den Metallen Mangan, Nickel, Cobalt, Zink und Kupfer, die 

fiir einen Ersatz des Eisens im System: inaktive ,,Dipeptidase‘*- Eisen 
Cystein-Dipeptid, méglicherweise in Frage kamen, vermag nur Mangan 
die Funktion des Eisens zu iibernehmen. Aber in keinem Falle fanden 
wir Eisen und Mangan gleichwertig. Mangan iibt die Funktion entweder 
schlechter oder besser als Eisen aus; dies hangt von verschiedenen 
Umstinden ab: namlich von der Herkunft der ,,Dipeptidase‘‘ und be- 
merkenswerterweise auch von der Natur des Substrates. 


LaBt man die mit Mn-SH aktivierte ,,Dipeptidase‘* des B. sporo- 
genes und B. perfringens, so wie sie in der Kultur, der dialysierten 
Kultur und auch in reineren Praparaten vorliegt, auf LG., GL., GG., AG. 
und GA. einwirken, dann spaltet sie die drei erstgenannten Dipeptide 
viel langsamer, die beiden letzteren viel schneller als die mit Fe-SH 
aktivierte ,,Dipeptidase’* (siehe Tabelle X). Ahnlich verhalt sich auch 
die ,,Dipeptidase*‘, die in den Kulturen einiger, dem Perfringensbazillus 
nahestehender, tierpathogener Erreger wie des B. paludis, B. ovitoxicus 
und des B. agni vorliegt. Doch beobachteten wir hier zwei bemerkens- 
werte Abweichungen vom Verhalten der Perfringens-dipeptidase: die 
mit Mn-SH aktivierte Paludis-dipeptidase ist namlich nicht nur gegen- 
iiber AG. und GA., sondern auch noch gegeniiber LG., die mit Mn-SH 
aktivierte Ovitoxicus-dipeptidase dagegen nur gegentiber AG., nicht 
aber gegeniiber GA. wirksamer als die mit Fe-SH aktivierten Di- 
peptidasen (vgl. Tabelle X). 


Tabelle X. Das Verhalten der Perfringens-, Paludis-, Ovitoxicus 
und Agni-dipeptidase gegeniiber Eisen- bzw. Mangan-Cystein. 


Enzymlésungen: 1. Dreitagige Kultur des B. perfringens. 


2. 9 % » B. paludis. 
3. ys Ps ,, B. ovitoxicus. 
4. % %9 » B. agni. 


Versuchsbedingungen: wie iiblich. Dauer bei der Perfringens- und Paludis 
dipeptidase 1 Stunde, bei den anderen 18 Stunden. Zusitze: Eisen (11) 
bzw. Mangansulfat und Cystein. (Konzentration wie tiblich.) 








Spaltung (ccm 0,05 n KOH) durch die ,,Dipeptidase*t des 








error B. perfringens B. paludis B. ovitoxicus B. agni 

Substrat Cystein ; Cystein Cystein Cystein 
Fe Mn Fe Mn Fe Mn Fe Mn 
LG. 1,47 1,37 0,62 1,25 2,06 0,93 1,42 1,02 
GL. 2,25 1,14 2,17 1,18 Zoe 1,06 2,28 1,12 
GG. 1,68 0,65 1,37 0,67 1,40 0,53 1,53 0,55 
AG 0,57 1,37 0,54 1,01 0,88 1,16 0,82 1,13 
tA 1,37 6 1,63 1,80 1,65 1,50 1,68 
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Anders dagegen verhalten sich die Histolyticus- und Botulinus- 
dipeptidase beim Ersatz des Eisens durch Mangan: Ihr Spaltungs- 
vermégen ist naimlich in Anwesenheit von Mn-SH_ gegeniiber allen 
fiinf Dipeptiden viel geringer als in Anwesenheit von Fe + SH. Betont 
sei, daB sich die ,,Dipeptidase** der vier Typen (A--D) des B. botulinus 
gleichsinnig verhalt, ebenso wie die ,,Dipeptidase’* dreier verschiedener 
Stimme des B. histolyticus. 


Tabelle XI. Ersatz des Eisens. 

Enzymlésungen: 1. Gereinigte Sporogenes-dipeptidase, 2. Gereinigte Per- 
fringens-dipeptidase, 3. Dialysierte Kultur des B. histolyticus, 4. Dialy- 
sierte Kultur des B. botulinus Typ D. 

Zusatzstoffe: 0,5 cem m/25 Cystein (py = 7,8) bei einstiindigen, 0,75 cem 
bei 18stiindigen Versuchen. 0,5 cem m/10 MgSO,. 0,5 cem m/100 Fe (L1)-, 
Mn (II)-, Ni-, Co-, Zn-, CuSO, Zum Ausgleich des py bei Zusatz der 
sauer reagierenden Metallsalzlésungen wurden jeweils 0,2 cem n/100 NaOH 
hinzugefiigt. 

Bedingungen: Volumen 5 cem (0,6 Millimol Substrat), in den einstiindigen 
Versuchen wurde die Enzymlésung mit den Zusatzstoffen und der ent- 
sprechenden Menge Wasser 15 Minuten bei 40° vorbehandelt. ¢ 40°, 
Toluol, N,. Probe 2 ccm. 





Spaltungs- Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparat Metall dauer i i r 
in Std. LG. AG. GL. GA. GG 
Mg 1 0,01 | — 0,02 0,03 0,02 0,00 
Fe 1 0,98 0,59 2,00 1,00 2,10 
Mn L 0,33 1,04 0,71 1,94 0,41 
Sporogenes 0,1 cem Ni 1 0,08 0,06 0,07 0,05 0,00 
Co 1 0,05 0,07 0,04 0,04 0,03 
Zn 1 0,04 0,03 0,00 0,03 — 0,03 
Cu 1 0,03 0,04 0,05 0,01 0,02 
Mg 1 0,04 0,03 0,05 0,00 0,01 
Fe 1 1,10 0,47 2,00 | 1,14 1,18 
Mn l 0,81 1,19 1,35 | 1,71 0,45 
Perfringens 0,5 com Ni l 0,00 0,02 0,05 0,04 0,01 
Co 1 0,03 0,00 0,04 0,01 6,02 
Zn l 0.02 0,00 0,04 0,03 0,05 
Cu 1 0,04 0,05 0,00 ~=0,01 0,04 
Mg 18 — 0,02 0,03 0,04 0,00 0,02 
Fe 18 2,28 0,69 0.77 0,57 0,24 
Mn 18 0,84 0,32 0.40 0,21 -—0,04 
Histolyticus 0,1 cem Ni 18 0,07 0,00 0,00 0,04 0,02 
Co 18 0,09 0,04 0,00 0,05 0,00 
Zn 18 0,00 0,03 0,02 | 0,03 —0,02 
Cu 18 0,05 0,04 0,01 0,03 0,05 
Mg 18 0,04 0,03 0,01 0,00 0,02 
Fe 18 2,14 0,55 0,94 0,64 0,18 
Mn 18 0,28 0,12 0,20 0,18 0.02 
Botulinus D 0,2 cem Ni 18 0,07 0,00 0,00 0,01 0,03 
Co 18 0,08 | — 0,02 0.04 0,05 0,02 
Zn 18 0,03 0,01 —0,04 0,01 0,00 
Cu 18 0,05 0,04 0,03 0,00 0,04 
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Von der tierischen ,,Dipeptidase** wird berichtet 1, daB sie durch 
Magnesium aktiviert wird. Gleiches kénnen wir auch von der ,,Di- 
peptidase“ des B. pyocyaneus sagen 2. Bei den inaktiven Anaero-dipepti 
dasen dagegen lést Magnesium weder allein noch in Kombination mit 
Cystein einen meBbaren Aktivierungseffekt aus (s. Tabelle XI). 

Das Verhalten der verschiedenen mit Cystein kombinierten Metalle 
gegeniiber der inaktiven ,,Dipeptidase*t verschiedener Herkunft belegen 
wir in Tabelle XI durch Versuche mit m/100 Mg und m/1000 Schwermetall ; 
mit geringeren Metallmengen (bis zu m/20000) waren die Ergebnisse gleich 
sinnig. 

Im tibrigen verweisen wir in diesem Zusammenhang auch noch 
auf die Angaben in Tabelle I, aus denen der verschiedenartige Einfluls 
des Eisens und Mangans auf die , ,inaktiven‘‘ Dipeptidasen verschiedener 
Herkunft sehr deutlich hervorgeht. 


2b. Ersatz des Cysteins. 

Von den Substanzen: Schwefelwasserstoff, SH-Glutathion, Thio- 
glykolsiure, Thiomilchsaure, Thiobutterséure, Thioapfelsiure, Ascorbin- 
siure, Natriumsulfit und Natriumthiosulfat, die wir auf ihre Fahigkeit, 
Cystein zu ersetzen, untersucht haben, war nur die letztere dazu vollig 


ungeeignet. Wir haben Na.S.O, gepriift, weil es dreiwertiges Eisen 
nach dem Schema: 2 Fe’ +2 8,0, -- 2 Fe’ + 8,0;, in zwei- 


wertiges tiberzufiihren vermag. Von den Sulfhydrylverbindungen zeigt 
SH-Glutathion ein abweichendes Verhalten: SH-Glutathion + Eisen 
bzw. + Mangan aktivieren nimlich immer schwacher als Cystein + Eisen 
bzw. + Mangan und in den Versuchen (Sporogenes- oder Perfringens- 
dipeptidase-S H-Glutathion-Mangansulfat-Alanylglycin) findet — tiber- 
haupt keine Spaltung statt. Das Aktivierungsvermégen von SH-Glu 
tathion und Eisen (II)-sulfat oder Mangansulfat erweist sich vom 
Substrat und auch noch von anderen Faktoren abhangig. Vielleicht 
hemmt Glutathion die aktiven Anaero-dipeptidasen ebenso, wie dies 
W. Grassmann, H. Dyckerhoff und H. Eibeler 3 fiir die Hefe-dipeptidase 
gezeigt haben. Die anderen SH-Carbonséuren vermégen das Cystein 
vollstindig oder doch weitgehend zu ersetzen (s. Tabelle XII). 


Von besonderem Interesse ist das Verhalten von H.S als Cystein- 
ersatz: in Verbindung mit Eisen findet nicht nur keine Aktivierung 
statt, sondern die mit Eisen-Cystein aktivierten Dipeptidasen werden 
auf H,S-Zusatz sofort inaktiv, weil das Eisen als Sulfid aus dem System 
ausgeschaltet wird. 


1 M.J. Johnson, G. H. Johnson u. W.H. Peterson, J. of biol. Chem. 116, 
515. 1936. — *% Vgl. dazu die Anmerkung 2 auf S. 343. — * Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 189, 112, 1930. 
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Tabelle XII. Ersatz des Cysteins durch SH-Verbindungen. 
Enzymlésungen: 1. Gereinigte Sporogenes-dipeptidase, gealterte _ Lésung. 
2. Dialysierte Kultur des B. perfringens. 

3. Dialysierte Kultur des B. botulinus Typ B. 
Versuchsbedingungen: Volumen 5cem (0,6 Millimol Substrat). Bei den 
einstiindigen Versuchen (Sporogenes- und Perfringensdipeptidase) wurde 
die Enzymlésung 15 Minuten mit 0,5cem m/25 SH-Lésung (pH = 7,8), 
0,2cem m/50 Metallsalzlésung, 0,02 cem n/10 NaOH und der entsprechenden 
Menge Wasser bei 40° vorbehandelt. Bei den 18stiindigen Botulinus- 
dipeptidase-Versuchen wurden 0,75 cem m/25 SH-Lésung benutzt. Toluol, 

N,. Titrationsprobe 2 ccm. 





Spaltung (0,05 cem n KOH) 
S H-Verbindung Metall 
LG. GL. GG. AG. 


1. Sporogenes-dipeptidase. 
Cystein 140 1,80 2,00 1,29 
SH-Glutathion | Fe bei LG., | 0,90 1,26 1,60 0,03 
Thioglykolsiure GL., GG., 144, 1,7; 1,9 1,12 
Thiomilchsaéure Mnbei AG.,GA. | 1,22 1,62 , 1,90 
Thiobutterséure 1,27 | 1,68 | 1,92 
2. Perfringens-dipeptidase. 
Cystein Fe bei LG., 1,35.; 2,10 | 1,69 | 1,66 
SH-Glutathion GL., GG. ,; 0,70 | 0,63 | 0,48 | 0,05 
Thioglykolsaure !MmbeiAG.,GA.| 141 1,93 1,60 1,57 
3. Botulinus-dipeptidase. 
Cystein Fe 2,24 || 0,75 
S H-Glutathion Fe 0,57 0,21 
Thioglvkolsaure Fe 2,18 | 0,78 
Fe 2,00 0,71 
Fe 1,96 0,68 


Ganz anders wirkt dagegen H,S in Verbindung mit Mangan: Diese 
Kombination (Mn-H.S) aktiviert ndmlich ebensogut wie Mn-Cystein 


(vgl. Tabelle XIII). Mn-dipeptidasen sind also, im Gegensatz zu den 
sehr empfindlichen Fe-dipeptidasen, H,S-unempfindlich ?. 

Auch durch Natriumsulfit oder Ascorbinsdure kann Cystein teil- 
weise vertreten werden; ihr Wirkungsgrad ist jedoch von der Herkunft 
der ,,Dipeptidase** und, wenn auch in geringerem Umfange, von der 
Natur des Substrats abhaingig. Wir fanden, da Natriumsulfit Cystein 
im giinstigsten Falle bis zu 90°, zu ersetzen vermag. 


1 Nach W.Grassmann, L. Klenk u. T. Peters-Mayr, diese Zeitschr. 
280, 315, 1935, ,,unterscheidet sich die enzymatische Hydrolyse der ,Anilin- 
peptide‘... durch ihre ausgesprochen geringe Empfindlichkeit gegen 
Schwefelwasserstoff scharf von der normalen Dipeptidase- oder Amino- 
polypeptidasewirkung. Man wird daher immerhin an die Méglichkeit einer 
Mitwirkung anderer, in rohen Enzymausziigen enthaltener Peptidasen 
zu denken haben‘. Auf Grund des obigen Befundes ist es nicht unwahrschein- 
lich, daB das Co-Enzym der vermuteten Peptidasen Mangan ist. 
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Einige Beispiele hierzu finden sich in Tabelle XIV. 


Tabelle XIII. Ersatz des Cysteins durch H,S. 
Enzympraparate: Gereinigte Sporogenes-dipeptidase. 

aj Perfringens-dipeptidase. 
3. - Paludis-dipeptidase. 


I. 
2. 


Zusitze: 0,2ccm Mn- bzw. Fe-Sulfat m/50, 0,5cem Cystein m/25 oder 

leem gesattigtes H,S-Wasser (rund 4 mg H,S enthaltend). 

Versuchsbedingungen: wie iiblich. Vorbehandlungsdauer 10 Minuten bei 40°. 
In Versuch 3 wurde H,S nach der Vorbehandlung zugesetzt. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Vorbehandelt nach 1 Std. 


Det mars 
Priparat mit 


Zusatz 


Sporogenes-dipeptidase | Fe-Cystein 
” Fe- Hy S * 
» Fe-Cystein 


Sporogenes-dipeptidase | Mn-Cystein 
9 Mn-H,S 
Perfringens-dipeptidase | Mn-Cystein 
a Mn-H,S 
Paludis-dipeptidase Mn-Cystein 
‘ Mn-H,S 
* Bei Zugabe von H, 8 fillt fast sofort FeS feinflockig aus. 


Tabelle XIV. Ersatz des Cysteins durch Natriumsulfit. 
Enzymlésung: 1. Gereinigte Sporogenes-dipeptidase, in der Tabelle mit 
Spor. bezeichnet. 2. Gereinigte Perfringens-dipeptidase, in der Tabelle mit 

Perf. bezeichnet. 
Zusatzstoffe: Na,SO,-Konzentration im Versuch m/200. Fe- bzw. Mn- 
Konzentration m/1250. 
Bedingungen: Die Enzymlésungen wurden mit den Zusatzstoffen 15 Minuten 
bei 40° vorbehandelt. Versuchsdauer 1 Stunde. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 





Zusiitze LG. ‘ GG. 





Spor. orf. Spor. Spor. Perf. 


Fe-Na, SO, B 1,28 | 1,80 | 0,25 
A 2,08 | 1,70 


Mn-Na, SO, 1,12 2 10 0, 
68 ,59 1 


1 
Mn-Cystein 6 


Von der Ascorbinsiure berichteten wir!, daB sie die schwach 
aktivierende Wirkung des Eisens auf die Anaero-peptidasen zu steigern 


1 Naturwiss. 26, 791, 1938. 





Uber Bakterienproteasen. XII. 


vermag, daB das Aktivierungsvermégen dieser Kombination aber immer 
veringer ist als das von Eisen-Cystein. Weitere Versuche mit der ,, Di- 
peptidase’ ergaben dann, da der Aktivierungseffekt von Eisen- 
Ascorbinsaure nicht gr6éBer ist als der des Eisens allein!. Auch diese 
Aussage ist — wie die erste —- nur bedingt richtig. Denn neuere Ver- 
suche mit der ,,Dipeptidase’* verschiedener Herkunft, von denen einige 
in Tabelle XV angefiihrt sind, zeigen, dal} das Vermégen der Ascorbin- 
siure, mit Eisen zusammen dié Anaero-dipeptidasen zu aktivieren, 
von mehreren Faktoren bestimmt wird, beispielsweise von der Herkunft 
des Enzyms und anscheinend auch von der Natur des Substrats. So 
wird die Sporogenes-dipeptidase auch in reineren Praparaten durch 
Ascorbinsaure-Eisen gegeniiber LG., GL. und GG., die Botulinus- 
dipeptidase gegeniiber ihrem ,,Hauptsubstrat‘’ LG. sehr deutlich, die 
Perfringens- und Histolyticus-dipeptidase werden dagegen nicht oder 
nicht nennenswert aktiviert. Auf das Verhalten der Sporogenes-dipepti- 
~ 


Tabelle XV. Ersatz des Cysteins durch Ascorbinsaure. 
Enzym- 1. Gereinigte Sporogenes-dipeptidase, in der Tabelle = Spor. 
loésungen: 2. Dialysierte Kultur des B. perfringens, in der Tabelle = Perf. 

3. Re rf , B.histolyticus,in der Tabelle Hist. 
4. a os , bB. botulinus D, in der Tabelle Bot. 
Zusatzstoffe: Konzentration der Ascorbinséure und des Cysteins m/250, 
des Eisens und Mangans m/1250. 
Versuchsbedingungen: die iiblichen. Dauer der Spor.- und Perf.-Versuche 
1 Stunde, der Hist.- und Bot.-Versuche 18 Stunden. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusiitze LG. GL. GG. 


Spor. Perf. Spor. Perf. Spor. 


0,00 0,04 0,52 0,18 0,09 
Ascorbinsaure 0,12 0,18 0,00 0,06 0,06 
Fe-Ascorbinsaure 0,62 0,24 1,15 0,30 1,09 
Fe-Cystein 1,98 0,85 2,26 2,12 1,95 


0,34 0,72 
Ascorbinsaure 0,27 0,04 
Mn-Ascorbinsaure ... 0,20 0,07 
Mn-Cystein 1,55 2,06 


Hist. 


0,03 
Ascorbinsaure 0,00 
Fe-Ascorbinsaure .... 0,12 
Fe-Cystein 2,05 


1 Naturwiss. 27, 276, 1939. 
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dase in Gegenwart von Mangan-Ascorbinsaure soll noch besonders hin- 
gewiesen werden: wir finden sie namlich unter diesen Bedingungen 
gegeniber GA. und AG. schwacher wirksam als in Anwesenheit von 
Mangan allein; in einem Falle war sie sogar unwirksam. 

Die auffallende Abhangigkeit des Aktivierungsvermégens von Eisen- 
Natriumsulfit bzw. -Ascorbinséure von der Herkunft der Dipeptidase- 
praparate kann nicht auf eine Verschiedenheit der Apo-dipeptidasen 
zurtickgefiihrt werden. Denn die Zusatzstoffe wirken nicht auf die 
sich in bezug auf ihr Wirkungsvermégen nahestehenden Dipeptidasen 
gleichsinnig, d. h. entweder aktivierend oder nicht aktivierend, sondern 
bemerkenswerterweise auf die Dipeptidasen, deren Produzenten auf 
dem gleichen Nahrsubstrat gewachsen sind. Dies war beim B. sporogenes 
und B. botulinus einerseits, beim B. perfringens und B. histolyticus 
andererseits der Fall. Als Nahrlésung der ersteren diente einfache 
Pferdefleischbouillon mit Pepton- und Kochsalzzusatz, als Nahrsubstrat 
der beiden letzteren eine aus sehr verschiedenem Material ziemlich 
umstandlich bereitete, sogenannte Pope-Bouillon, der noch Pepton, 
Kochsalz und Leberstiickchen zugesetzt waren. Wir vermuten deshalb, 
daB die das Aktivierungsvermégen behindernden Faktoren von der 
Pope-Bouillon herriihren. Wir werden untersuchen, ob diese Vermutung 
zutrifft und von welcher Art die behindernden Substanzen sind. 


3a. Die Menge des Eisens und Mangans. 
Wie Tabelle XVI belegt, bedarf es zum Wirksamwerden der ,,in- 
aktiven‘* Dipeptidasepraparate nur sehr geringer Mengen Eisen oder 
Mangan. Im _ 5-cem-Versuch 0,63 mg Enzympraparat, 1,21 mg 


Tabelle XVI. Menge des Eisens und Mangans. 
Enzympraparat: Gereinigte Sporogenes-dipeptidase, angewandt 0,20 ccm 
(0,63 mg) gegeniiber LG. und AG., 0,10 cem gegeniiber GA. und GG. 
Versuchsbedingungen: Volumen 5 ccm (0,6 Millimol Substrat ohne Phos 
phatzusatz). Die Enzymlésung wurde mit den Zusatzstoffen (Cystein 
m/250 + Metall) und der entsprechenden Menge Wasser 10 Minuten bei 40° 
vorbehandelt. px 7,8, ¢ 40°, Toluol, N,. Spaltungsdauer 7 Stund« 
Probe 2 ccm. 

In den LG.- und GG.-Versuchen wurden nur Eisen und Cystein, in den AG. 
und GA.-Versuchen nur Mangan und Cystein benutzt. 








Metall- | Spaltung (eem n/20 KOH) Metall- Spaltung (cem n/20 K OH) 

konzen- konzen- ———$<— — 

tration LG. GG. AG. GA. tration LG GG AG. GA 
m/1000 1,78 | 1,84 1,69 1,74 | m/30000 Eat | 1,98 | £67 | 168 
m/2500 1,81 | 1,79 | 1,66 | 1,71 | m/60000 1,72 | 1,76 | 1,66 | 1,70 
m/5000 1,83 | 1,78 1,71 1,70 | m/75000 1,88 | 1,29 | 1,57. | 1,24 
m/10000 1,76 | 1,82 1,73 | 1,77 4 m/100000)| 1,19 | 1,17 | 1,20 | 1,14 
m/20000 1,74 1,81 1,70 1,67 | m/260000 0,87 0,90 0,83 0,88 

















no 
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Cystein und 0,6 Millimol Substrat enthaltend — - gentigen schon ungefahr 
5,6 y Eisen oder 5,5 Mangan zur maximalen Aktivierung. Mit der 
halben Metallmenge betragt die Aktivierung noch ungefahr 75, mit dem 
vierten Teil immer noch ungefaéhr 50°. Es ist wohl anzunehmen, 
daB die Metallmenge mit fortschreitender Reinheit der Enzympraparate 


noch weiter herabgesetzt werden kann. 


3b. Die Menge des Cysteins. 

Versuche, um festzustellen, inwieweit die Cysteinkonzentration 
ohne Verminderung der Wirksamkeit herabgesetzt werden kann, werden 
durch die erhéhte Sauerstoffempfindlichkeit des Cysteins in Gegenwart 
von Eisen sehr erschwert. Unter den von uns gewahlten Versuchs- 
bedingungen, d. h. bei Ausschaltung der Luft in den MeBkélbchen durch 
Stickstoff und Uberschichtung der Fliissigkeit mit Toluol, nimmt das 
Cystein schon im einstiindigen Versuch merklich ab. Der Cysteinverlust 
wird wohl hauptsachlich durch den in der Fliissigkeit noch vorhandenen 
Sauerstoff verursacht. Um dieser Schwierigkeit zu begegnen, benutzten 
wir an Stelle von Eisen Mangan, in dessen Gegenwart Cystein weniger 
autoxydabel ist. Nach den Ergebnissen dieser Versuche (s. Tabelle X VII) 
ist die zur maximalen Wirksamkeit notwendige Cysteinkonzentration 
verhaltnismaBig groB, wenn man sie mit der minimalen Menge Metall 
vergleicht. Vielleicht gelingt es, die Cysteinkonzentration unter voll- 
standig anaeroben Bedingungen noch herabzusetzen. Wir werden dieser 
Frage nachgehen. 

Tabelle XVIT. Menge des Cysteins. 
Enzymlésung: Gealterte Sporogenes-dipeptidaselésung. 
Versuchsbedingungen: Die Enzymlésung wurde 15 Minuten bei 40° mit 


den Zusatzstoffen vorbehandelt. Spaltungsdauer J Stunde. t 40°, 
Toluol, N,. Probe 2 cem. 





AG.-Spaltung 


Zusitze 
(ecm n/20 KOH) 
m/1250 Mn — m/250 Cystein ........... 1,28 
m/1250 ,, m/500 aie Petar cast aor 1,19 
RIEU bis ee TROD. ge aes os weds 0,42 
TE cg TI. wh see ore ene 0,40 


4. Die Wirkung der einzelnen Komponenten. 


Der Zusatz von Schwefelwasserstoff, Cystein, SH-Glutathion, 
a-SH-Carbonsiéuren oder Natriumsulfit zu den dipeptidatisch unwirk- 
samen Kulturen und den daraus dargestellten Praparaten ruft in der 
Regel kaum eine nennenswerte Wirksamkeit hervor. Als Beispiel 
hierfiir mégen die in Tabelle XVIII angefiihrten Versuchsreihen mit 
dem Kulturfiltrat des B. perfringens und einem daraus_bereiteten 
reineren Praparat dienen. 
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Tabelle XVIII. 

Einflu8 von SH-Verbindungen oder Natriumsulfit. 
Enzymlésung: 1. Dreitagige Kultur des B. perfringens. 2. Ein daraus durch 
Ammonsulfat und Dialyse dargestelltes Praparat. 
Zusatzstoffe: Konzentration der SH-Verbindungen und des Na, SO, m/250, 
der Metalle m/1250. 

Versuchsbedingungen: Toluol, N,. ¢ = 40°, Dauwer 1 Stunde, Titrations 
probe 2 ccm. 





: 2 5 Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparat Zusitze 





GL. AG. 


0,00 0,03 
Cystein 0,11 0,19 0,17 0,23 
SH-Glutathion 0,03 0,04 0,03 0,06 
Thioglykolsaure 0,07 0,16 0,14 0,14 
Kultur Thiomilchsaure 0,09 0,12 0,13 0,10 
Thiobuttersaure 0,05 0,07 0,10 0,09 
Na, SO, 0,17 0,20 0,15 0,14 
Cystein- Fe 1,05 2,14 1,52 

Cystein-Mn —_ - LA? 


- — 0,03 0,05 0,02 0,01 

Cystein 0,14 0,17 0,19 0,17 

S H-Glutathion 0,00 0,04 0,05 0,02 
Gereinigtes Thioglykolsaure 0,10 0,07 0,12 0,05 
Pra ik Thiomilchsaure 0,08 0,11 0,07 0,04 
I Thiobuttersaure 0,09 0,10 0,05 0,09 


Na, SO, 0,12 0,16 0,10 0,13 
Cystein-Fe 1,14 2,14 1,44 
Cystein-Mn ~ 1,10 





Auch Bouillonkulturen des B. sporogenes lassen im eimstiindigen 
Spaltungsversuch in Anwesenheit von Cystein jegliche Wirkung ver- 
missen. Verlingert man aber (unter sonst gleichen Bedingungen) die 
Spaltungsdauer beispielsweise auf 18 Stunden, so findet man, wie aus 
Tabelle XIX hervorgeht, eine sehr deutliche Spaltung. Doch darf 
man bei der Bewertung des Ergebnisses nicht tibersehen, da diese 
Spaltung, im Vergleich zu der durch Eisen-Cystein nach 18 Stunden 
erreichbaren, sehr gering ist. Immerhin besagt sie, daB auch durch 
Cystein allein ein kleiner Bruchteil des ,,inaktiven‘’ Enzyms aktiviert 
werden kann. 

Auf Zusatz von Eisen (IL)-Salz werden die Bouillonkulturen der 
verschiedenen Anaerobier und die daraus gewonnenen Praparate nur 
schwach dipeptidatisch wirksam. Dies fiihren wir auf zwei Griinde 
zuriick: Einmal bedarf es zur Verwertung des Metalls einer Vor- 
behandlung der Priaparate mit Cystein und zum anderen werden die 
geringen Mengen zweiwertigen Eisens durch den noch in der Fliissigkeit 
vorhandenen O, rasch in dreiwertiges umgewandelt. Dieser Valenz- 
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Tabelle XIX. Wirksamkeit der Sporogenes-dipeptidase in 
Gegenwart einzelner Zusatzstoffe nach l- und IS8stiindiger 
Spaltungsdauer. 

Enzympraparat: Gereinigte Sporogenes-dipeptidase. 
Bedingungen: Wie iiblich. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusiitze Konzentration LG Ga, * 


1 Std. 18Std. 1 Std. 18 Std. 


_ 0,00 0,16 0,02 0,17 


Cystein m/250 0,18 1,75 0,08 1,20 
Na, SO m/250 0,10 0,44 0,00 1,06 


Eisen m/1000 0,12 0,21 0,11 0,10 
Mangan m/1000 0,35 1,04 0,21 0,93 
Cystein +- Eisen m/250 + m/1000 1,87 2,01 
Cystein + Mangan m 250+ m/1000 = 0,69 - 0,43 


* Hier war die Enzymmenge nur halb so gro®B wie beim LG.-Versuch. 


wechsel macht sich schon auBerlich durch das Gelbwerden der Lésung 
kenntlich. Erwahnung verdient vielleicht noch der Befund, daB die 
Sporogenes-dipeptidase durch Eisen gegeniiber AG. besser aktiviert 
wird als gegeniiber GG., obwohl dieses Peptid unter optimalen Be- 
dingungen (Eisen-Cystein) sehr viel schneller gespalten wird als jenes. 

Mangan allein vermag uriter bestimmten Bedingungen besser als 
fisen allein zu wirken. Sein Wirkungsvermégen ist von der Herkunft, 
dem Reinheitsgrad des Praparates und der Natur des Substrats weit- 
gehend abhangig. Die ,,Dipeptidase‘‘ in den Bouillonkulturen des 
B. sporogenes, B. perfringens, B. paludis, B. ovitoxicus und B. agni 
(die sich gegen SH-Mn schon anders verhalt als die Histolyticus-, 
Botulinus- usw. -dipeptidase) wird durch Mangan gegeniiber AG. und 
GA. sehr deutlich aktiviert. Am gré8ten fanden wir den Aktivierungs- 
effekt bei der Sporogenes-dipeptidase, die teilweise auch in reineren 
Praparaten durch Mangan ungefahr zu 50°, aktiviert wird, wie 
Tabelle XX zeigt. 

Der Verlust des aktivierenden Einflusses des Mangans, beispiels- 
weise durch Dialyse der Bouillonkultur, geht aus den Angaben in 
Tabelle XXI deutlich hervor. Die maximale Aktivierung der ,,Di- 
peptidase durch Cystein-Mangan wird dabei nicht beriihrt. Es ist 
deshalb wahrscheinlich, daB der Mangan-Effekt durch das Vorliegen 
geringer, dialysabler SH-Verbindungen in diesen Kulturen ausgelést 
wird. 

5a. Der Einflup von Blausdure. 

Blausdure hemmt die durch Eisen-Cystein aktivierten Dipeptidasen. 
Wie das Beispiel in Tabelle XXII zeigt, bedarf es zur vollstandigen 
Hemmung mehr als 6, ungefahr 8 bis 10 Mol. HCN auf 1 Atom Eisen; 
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Tabelle XX. EinfluB von Eisen oder Mangan. 
Versuchsbedingungen: Wie iiblich. In Versuch 1 bis 4 Vorbehandlung «: 
Enzymlosung mit den Zusatzstoffen 10 Minuten bei 40°, Spaltungsdaue: 

1 Stunde; Versuch 5 und 6 ohne Vorbehandlung; Versuchsdauer 
18 Stunden (40°). 





Spaltung (cem n 20 KOH) 
Priiparat Zusiitze Konzentration 
AG. GA 


0,09 0,05 

oe eer | Mangan m/500 0,2% 1,00 
Gere — A : m/1000 014 102 
ee ei m/2500 0,20 0,77 
(A) i m/5000 0,00 0,19 
Mangan-Cystein m/10000/250 1,40 2,05 


LG. GG 


0,03 0,02 

2 | Gereinigte Sporo- asenn ie at _ 
genes-dipeptidase " m/26 — 0,10 
(B) ™ m/10000 0,00 0,02 

” m/25 000 0,02 0,00 

Eisen-Cystein —m/10000/500 2,01 2,14 


AG. 


= 0,02 
Dialysierte Mangan m/500 
Bouillonkultur ~ m/1000 
des B. perfringens A m)/5000 
Mangan-Cystein m/12500/250 


Dialysierte | Mangan m/500 


Bouillonkultur ™ m/1500 
des B. paludis | ; m/5000 
Mangan-Cystein m‘12500/250 


LG. 


Dialysierte { _ 0,08 0,00 
Bouillonkultur | Kisen m/1000 0,27 0,07 
des B. histolyticus | Eisen-Cystein —m/10000/250 1,80 0.19 


Dialysierte | ~- 4 0,11 0,00 
| Bouillonkultur des Eisen m/1000 0,47 0,09 
B. botulinus, Typ A Eisen-Cystein —m/10000/250 2.05 0,42 


beim Verhaltnis 6:1 ist die dipeptidatische Wirksamkeit 60 bis 70°, 
herabgesetzt, beim Verhaltnis 4:1 kaum noch eine Hemmung fest 
zustellen. Die verbleibende Menge Eisen geniigt noch zur maximalen 
Aktivierung. 

Die Hemmung tritt infolge Ausschaltung des Eisens aus dem 
Enzymsystem durch Komplexbildung ein: Schon rein auBerlich macht 


a 
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Tabelle XXI. Abhangigkeit der Mn-Wirkung vom Reinheitsgrad 
der Perfringens- und Paludis-dipeptidase. 
Enzympraparate: 1. Ungereinigte und dialysierte Kultur des B. perfringens. 

2. Ungereinigte und dialysierte Kultur des B. paludis 
Versuchsbedingungen: Wie iiblich, ohne Vorbehandlung. 





Spaltung (cem n/20 KOH) nach 1 Stunde 
Kultur Zusatz __ LG. 5 as GL. > AG. GA. GG. 
des —|—— - - - - 
Kultur Kultur Kultur Kultur Kultur 
unger. dialys.| unger. dialys. unger. dialys. unger. dialys. unger.) dialys. 


B. perf. \ .2ecm | 0,51 0,07 0,55 -0,01 1,03 0,00 0,61 0,00 0,08 0,00 
B. pal. Mn | 0,60 0,18 0,62 0,00 0,89 0,04 0,70 0,02 0,24 0,08 


Tabelle XXII. Einflu8 von Blausaure. 
Versuchsbedingungen: Die Enzymlésung wurde mit Eisen- bzw. Mangan- 
Cystein 15 Minuten bei 40° vorbehandelt. Dann erst erfolgte der Zusatz 
der Blausaéure und kurz darauf der des Substrats. Volumen 5 cem (0,6 Milli- 

mol Substrat). Toluol, N,. Probe 2ccm. Dauer J Stunde bei 40°. 





Spaltung (ccm 
Priiparat Zusiitze n20 KOH) 
LG. 


m/250 Cystein + m/1000 Fe 1,27 

Gereinigte m/250 + _m/1000 ,, +m/100 HCN 0,04 
Sporogenes-dipepti- ) —m/250 + m/1000 ,, +m/j125 ,, 0,12 
dase (gealtert) | m/250 + m/1000 ,, + m/167_,. 0,43 
m/250 - m/1000 ,, + m/250_,, 1,20 


AG. 


Gereinigte | m 250 Cystein + m/1000 Mn 


dase (frisch) | m/250 ,, +m/1000 ..+m/100 ,, 


1,1{ 

Sporogenes-dipepti-) ™/250 ., + m/1000 ,, +m/50 HON 1,0 
1,1 

m/250 »  +m/1000 ,, +m/167 1,1 


sich die Bildung von Ferrocyankalium beim HCN-Zusatz zum akti- 
vierten Enzympraparat durch rasches Gelbwerden der Lésung kenntlich. 
Ferrocyankalium allein oder in Gegenwart von Cystein vermag nicht 
zu aktivieren. 

Die HCN-Hemmung ist reversibel, wie die Versuche in Tabelle X XIII 
zeigen. Fiigt man namlich zu der gehemmten Lésung Eisen oder in be- 
stimmten Fallen (gegenitber AG. und GA.) auch Mangan hinzu, so wird 
das Enzym reaktiviert. 

Ganz anders verhalten sich die mit Mangan-Cystein aktivierte Sporo- 
genes- und Perfringens-dipeptidase gegen Blauséure. Diese werden auch 
von einem groBen HCN-UberschuB, beispielsweise durch 20 Mol HCN, 
kaum gehemmt (s. Tabelle XXII). Die Nichthemmbarkeit der mit 
lem @ Mangan-Cystein aktivierten Dipeptidasen geht wohl auf die etwas 
cht @ anders gearteten Beziehungen zwischen Mangan und Blausaure zuriick. 


est - 
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Tabelle XX. Einflu®B von Eisen oder Mangan. Te 


Versuchsbedingungen: Wie iiblich. In Versuch 1 bis 4 Vorbehandlung «i 
Enzymlésung mit den Zusatzstoffen 10 Minuten bei 40°, Spaltungsdane: Ey 
I Stunde; Versuch 5 und 6 ohne Vorbehandlung; Versuchsdauer 
IS Stunden (40°). 





Spaltung (cem n 20 K OH) 











Nr. Priiparat Zusiitze Konzentration 
AG. GA hk 
0,09 0,05 
oc 
1 | Gereinigte Sporo- Mangan m/500 0,23 1,00 
saniadiilimetiiiins 5 m/1000 0.14 1,02 B. 
wens (A) a . m/2500 0,20 0,77 B. 
é me m/5000 0,00 0,19 
Mangan-Cystein m/10000/250 1,40 2,05 
LG. GG a Ve 
Cy 
0,03 0,02 de 
; ey ee Eisen m/500 0,37 0,15 
2 Gereinigte Sporo- o m/2500 0.16 0.10 ~ 
genes-dipeptidase : m/10000 0,00 ~ 0,02 
9 m/25 000 0,02 0,00 
Eisen-Cystein —m/10000/500 2,01 2,14 
AG. GA 
fe 0,02 0,05 Sp 
3 Dialysierte | Mangan m/500 0,04 0.02 
Bouillonkultur - m/1000 0,00 0,00 
des B. perfringens # m/5000 0,01 0,00 
Mangan-Cystein m/12500/250 1,20 1,62 
0,06 0,08 
4 Dialysierte | Mangan m/500 0,16 0,08 4 
Bouillonkultur ‘9 m/1500 0,08 0,18 a SP 
des B. paludis | m/5000 0,06 0,06 
Mangan-Cystein § m 12500/250 1,46 1,83 
LG. GG sic 
7 vie 
5 Dialysierte { — - 0,08 0,00 1k 
Bouillonkultur | Eisen m/1000 0,27 0,07 4 
des B. histolyticus | Kisen-Cystein —m/10000/250 1,80 0.19 q zu 
6 Dialysierte - a“ 0,11 0,00 im 
| Bouillonkultur des Eisen m/1000 0,47 0,09 qj ze 
B. botulinus, Typ A | Kisen-Cystein — m/10000/250 2,05 0,42 1 sti 
da 
beim Verhiltnis 6:1 ist die dipeptidatische Wirksamkeit 60 bis 70°, | 
herabgesetzt, beim Verhiltnis 4:1 kaum noch eine Hemmung fest- 1 ve 
zustellen. Die verbleibende Menge Eisen geniigt noch zur maximalen S vo 
Aktivierung. é ka 
Die Hemmung tritt infolge Ausschaltung des Eisens aus dem 9 Me 
Enzymsystem durch Komplexbildung ein: Schon rein auBerlich macht 7 an 
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Tabelle XXI. Abhangigkeit der Mn-Wirkung vom Reinheitsgrad 
der Perfringens- und Paludis-dipeptidase. 
Enzympraparate: 1. Ungereinigte und dialysierte Kultur des B. perfringens. 

2. Ungereinigte und dialysierte Kultur des B. paludis 


Versuchsbedingungen: Wie iiblich, ohne Vorbehandlung. 





Spaltung (cem n;/20 KOH) nach 1 Stunde 


Kultur 


des 


Zusatz LG. GL. AG. GA. GG. 


Kultur Kultur Kultur Kultur Kultur 
unger. dialys.. unger. dialys. unger. dialys. unger. dialys. unger. dialys. 


B.perf. |%2ce™] 0.51 0,07 0,55 -0,01 1,03 0,00 0,61 0,00 0,08 0,00 
B.pal. | mn | 0,60 0,18 0,62 0,00 0,89 0,04. 0,70 0,02 0,24 0,08 


Tabelle XXII. EinfluB von Blausaure. 
Versuchsbedingungen: Die Enzymlésung wurde mit Eisen- bzw. Mangan- 
Cystein 15 Minuten bei 40° vorbehandelt. Dann erst erfolgte der Zusatz 
der Blauséure und kurz darauf der des Substrats. Volumen 5 cem (0,6 Milli- 

mol Substrat). Toluol, N,. Probe 2cem. Dauer J Stunde bei 40°. 





Spaltung (cem 


Priiparat Zusiitze n20 KOH) 
LG. 
m/250 Cystein + m/1000 Fe 1,27 
Gereinigte m/250 » +m/1000 ,, +,m/100 HCN 0,04 
Sporogenes-dipepti-} m/250 __,, + m/1000 ,, +m/125_,, 0,12 
dase (gealtert) | m/250 »  +m/1000 ,, + m/167_,. 0,43 
m/250 »  +m/1000 ,, +m/250_ ,, 1,20 
AG 
Gereinigte | m 250 Cystein + m/1000 Mn 1,15 
Sporogenes-dipepti-! ™/250 9. + m/1000 ., +m/50 HCN 1,01 
dase (frisch) | m/250 , +m/1000 ,, +m/100_,, 1,11 
m/250 »  +m/1000 ,, +m 167 ,, 1,11 


sich die Bildung von Ferrocyankalium beim HCN-Zusatz zum akti- 
vierten Enzympraparat durch rasches Gelbwerden der Lésung kenntlich. 
Ferrocyankalium allein oder in Gegenwart von Cystein vermag nicht 
zu aktivieren. 

Die HC N-Hemmung ist reversibel, wie die Versuche in Tabelle X XIII 
zeigen. Fiigt man namlich zu der gehemmten Lésung Eisen oder in be- 
stimmten Fallen (gegeniitber AG. und GA.) auch Mangan hinzu, so wird 
das Enzym reaktiviert. 

Ganz anders verhalten sich die mit Mangan-Cystein aktivierte Sporo- 
genes- und Perfringens-dipeptidase gegen Blausaure. Diese werden auch 
von einem groBen HCN-UberschuB, beispielsweise durch 20 Mol HCN, 
kaum gehemmt (s. Tabelle XXII). Die Nichthemmbarkeit der mit 
Mangan-Cystein aktivierten Dipeptidasen geht wohl auf die etwas 


anders gearteten Beziehungen zwischen Mangan und Blausaure zuriick. 
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Tabelle XXIII. Reversible Blausiurehemmung. 


Enzympriaparate: 1. Gereinigte Bouillonkultur des B. sporogenes. 
2. Dialysierte Bouillonkultur des _ B. perfringens. 
Versuch 1: Kontrollversuch: Das Enzympraparat wurde mit 0,2 ccm 
m/50 Mn und 0,5cem m/25 Cystein vorbehandelt, danach 
Zugabe des Substrats. 
2: Vorbehandlung mit Cystein und 0,2 cem m/50 Fe; dann Zusatz 
von 0,5cem n/10 HCN und 3cem Substratlésung. 
Wie 2, doch werden vor Zugabe des Substrates noch 0,2 ccm 
m/50 Mn hinzugefiigt. 
Kontrolle wie 1, nur an Stelle von Mangan: Eisen. 
5: Wie 2. 


Wie 3, nur zum SchluB an Stelle von Mangan: Eisen. 





Spaltung (cem n/20 Kk OH) 


Vorbehandlung nach 1 Std. 


10 Min. bei 40° C Zusiitze 


Priiparat 


Sporogenes-dipeptidase SH-Mn 
£ " SH-Fe HCN 
SH-Fe HCN + Mn 


Perfringens-dipeptidase SH-Fe 
5 SH-Fe HCN 
SH-Fe HCN + Fe 


5b. EinfluB von Jodessigsdure oder Jod. 


Behandelt man Sporogenes-dipeptidasepraparate vor ihrer Akti- 
vierung mit Eisen-Cystein mit Jodessigsdure, so findet man die Wirk- 
samkeit der aktivierten Praparate deutlich, aber nicht wesentlich 
herabgesetzt. Diese Hemmungserscheinung beruht kaum auf einer 
Reaktion zwischen der Jodessigsiure und einer SH-Gruppe, welche 
fiir die Wirksamkeit von besonderer Bedeutung ist, weil dafiir die 
Hemmung doch zu gering ist. Ob hierbei itberhaupt eine SH-Gruppe 
der Reaktionspartner ist, erscheint mehr als fraglich, denn zu diesem 
schwachen Hemmungseffekt bedarf es verhaltnismaBig viel Jodessig- 
siure (vgl. Tabelle XXIV). 


La&Bt man Jod kurze Zeit auf (inaktive) Sporogenes-dipeptidase- 


priparate einwirken, beseitigt es darauf durch Natriumthiosulfat (das 
an sich die Spaltung nicht beeinfluBt) und behandelt nun mit Eisen- 
Cystein, dann zeigt die Lésung keine dipeptidatische Wirksamkeit: 
das Enzym bzw. sein Tragerprotein scheint durch Jod irreversibe! 
inaktiviert zu werden (vgl. Tabelle X XIV). 


Uber das Verhalten der Anaero-dipeptidasen gegen Carbony/! 
reagentien werden wir demnachst berichten. 
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Tabelle XXIV. EinfluB von Jodessigsaure oder Jod. 

Versuch mit Jodessigsdure: 0,2 eem (bei LG.), 0,1 cem (bei GG.) ge- 
reinigte Sporogenes-dipeptidaselésung und 0,5 cem m/50 Jodessigsdure 
pu 7,4) und 0,33 bzw. 0,43 eem H,O wurden 30 Minuten bei 40° auf- 
bewahrt; dann wurde mit 0,75 ccm m/25 Cystein (px 7,8), 0,2cem m/50 
EKisen(11)-sulfat und 0,02 cem n/10 NaOH 15 Minuten bei 40° (unter Toluol 
und N,) behandelt und darauf mit 3cem Substrat (0,6 Millimol) versetzt. 

Versuch mit Jod: 0,2 baw. 0,1 cem gereinigte Sporogenes-dipeptidase- 
l6sung wurden mit 0,5cem n/100 Jodlésung 15 Minuten bei Zimmertempe- 
ratur aufbewahrt, dann mit 0,6 ccm n/100 Na,S8,O, versetzt, worauf die 
braune Farbe verschwand, mit 0,5 cem m/25 Cystein, 0,2 cem m/50 Eisen 
und 0,02eem n/10 NaOH 15 Minuten bei 40° (unter Toluol und N,) 
behandelt und schlieBlich mit 3 cem Substrat versetzt. 


Spaltungsdauer J Stunde, t = 40°, Probe 2 ccm. 








Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Versuch — 
LG. GG. 


- 1,61 
Jodessigsiure 1,10 
0,09 


SchluBfolgerungen aus den Ergebnissen des Abschnittes 1V. 


Aus den mannigfaltigen Beobachtungen des Abschnittes [V greifen 
wir hier nur die heraus, welche uns fiir die Klarung des Aktivierungs- 
vorganges wesentlich erscheinen und zur eingangs skizzierten Auffassung 
iiber die Aktivierung, den Aufbau und die Natur der Anaero-dipeptidasen 
gefiihrt haben. 

Im System: inaktives Dipeptidasepriparat +- Cystein + Eisen (I1)- 
sulfat + Substrat — fiihrt nur die Vorbehandlung des Praparates 
und nicht die des Substrates mit Cystein und Eisensulfat zur sofort 
einsetzenden maximalen Wirksamkeit. Die Behandlung des inaktiven 
Praparates entweder mit Cystein oder mit Eisensulfat allein —- ohne 
nachtragliches Hinzufiigen der anderen Komponente — hat in der Regel 
kaum eine merkliche Wirksamkeit zur Folge. Gibt man zu dem mit 
Cystein kurze Zeit vorbehandelten Praparat rasch hintereinander Eisen- 
sulfat und Substrat, oder umgekehrt, zu dem mit Eisensulfat vor- 
behandelten Praparat Cystein und Substrat, so setzt nur im ersten Falle 
die Spaltung sofort mit maximaler Geschwindigkeit ein, im zweiten da- 
gegen nicht. Wir schlieBen daraus, da das Wirksamwerden des inaktiven 
Praparates auf zwei aufeinander folgenden Vorgaingen beruht, wobei 
der erste, durch Cystein bewirkte, Voraussetzung fiir das Eintreten des 
zweiten, d. h. fiir die Verwertung des Eisens ist. Erst der letzte Vorgang 
fiihrt zur aktiven Dipeptidase. 

Die Aktivierung ist bei 40° innerhalb 5 Minuten praktisch beendet. 
Der erste Schritt dabei verlauft rasch, doch mit noch meBbarer Ge- 
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schwindigkeit, der zweite noch rascher, so daB seine Zeitdauer mit der 
angewandten Methode nicht ermittelt werden kann. Jenem liegt mit 
groBer Wahrscheinlichkeit eine —- wegen des raschen Ablaufes woh] 
nicht einschneidende — chemische Reaktion zugrunde, diesen werten 
wir als Bindung des Metalls an das durch Cystein vorbereitete ,,inaktive 
Enzym‘. Diese Bezeichnung driickt aber nicht das aus, was dieser 
Enzymanteil in Wirklichkeit ist. Wir vermuten in ihm eine Vorstufe 
der Apo-dipeptidase und wollen sie Pro-apo-dipeptidase nennen: Sie 
wird durch Cystein in die Apo-dipeptidase tibergefihrt. 

Wie das fast ausschlieBliche Vorliegen von Apo-dipeptidase bzw. 
seiner Pro-form in der Kulturfliissigkeit obligater Anaerobier zu erklaren 
ist, wurde auf 8. 336 naher dargelegt. 

Zur Deutung des Vorganges: Pro-apoenzym + Cystein — Apo. 
enzym —- stiitzen wir uns auf die Natur des Cysteins und seiner mehr 
oder minder geeigneten Ersatzstoffe. Sie sind alle Reduktionsmittel- 
wenn auch von etwas abweichendem Reduktionsvermégen. Es liegt 
deshalb nahe, den Vorgang als Reduktion zu deuten. Daraus folgt. 
daB die Apo-dipeptidasen in der Kulturfliissigkeit und in den darau, 


dargestellten Praparaten in oxydiertem Zustand vorliegen, also als 

Dehydroverbindung. Nun wird auch verstandlich, warum sich die ge- 
* f=) 

priiften Reduktionsmittel nicht alle als vollwertiger Ersatz fiir Cystein 


erwiesen haben: Sie sind um so geeigneter als Ersatz, je mehr sich ihr 
Reduktionsvermégen dem des Cysteins nahert. 

Ist der Reduktionsvorgang lokalisiert, spielt er sich an ganz be- 
stimmter Stelle am ,,Rande* der Pro-form ab, oder haftet am ,,Trager- 
protein’ noch eine nicht eiweiBartige Substanz, die reduziert wird ’ 
Diese Frage kénnen wir noch nicht stichhaltig beantworten. 

Den zweiten, mit nicht mehr meBbarer Geschwindigkeit ablaufenden 
Vorgang haben wir schon vorwegnehmend als Bindung des Eisens an 
die reduktiv veranderte Pro-form, d. h. an die Apo-dipeptidase, gedeutet. 
Dem Metall sprechen wir demnach die Funktion eines Co-Enzyms zu. 
Es bedarf wohl keiner eingehenderen Begriindung mehr, daB das Eisen 
nicht lediglich den Aktivierungsvorgang beschleunigt, sonst aber im 
System ganzlich tiberfliissig ist. Es geniigt vielmehr hier der Hinweis, 
daB, wenn das Eisen eine solch engbegrenzte Rolle spielte, seine Aus- 
schaltung durch HCN oder H.S nach erfolgter Aktivierung —- trotz 
iiberschiissigen Cysteins -—- nicht augenblicklich zur vollstandigen 
Unterbrechung der Spaltung, d.h. zur (reversiblen) Inaktivierung des 
aktivierten Enzyms fiihren diirfte. Die Beteiligung des Metalls auch 
am Spaltungsvorgang steht deshalb u. E. auBer Zweijel. Fraglich ist nur, 
in welcher Form dies geschieht. Die Erklarung wird davon abhangen, 
wie man den sehr rasch verlaufenden Vorgang auslegt, der sich bei der 
Zugabe des Eisens zu der durch Cystein reduktiv verainderten Pro- 
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apo-dipeptidase abspielt. Wir haben ihn als Bindung des Metalls an die 


Apo-dipeptidase gedeutet. Da unwahrscheinlich ist, dab Eisen im 
System in ionogenem Zustand, aus naheliegenden Griinden auch nicht 
dauernd an Cystein oder voriibergehend (als solches) am Substrat ge- 
bunden vorliegt, besitzt die Annahme einer Bindung an ein spezifisches 
Protein die gr6éBte Wahrscheinlichkeit. 

Wir formulieren deshalb den Gesamtvorgang, der zu maximal 
wirksamer Dipeptidase fiihrt, folgendermaBen : 


Dehydro-apo-dipeptidase -} SH -» Apo-dipeptidase — Eisen (11) 
—» Apo-dipeptidase-Eisen (I1). 


Wir nehmen somit an, das Eisen als Co-Enzym der Anaero-dipepti- 
dasen fungiert und daB diese Metall (1L)-proteide sind. Ob ihre Wirk- 
samkeit an die strikte Einhaltung der Zweiwertigkeit des Metalls 
geknupft ist oder auf dessen reversiblen Valenzwechsel beruht, ver- 
mégen wir nicht zu sagen. Anscheinend stellen die Anaero-dipeptidasen 
Redoxsysteme dar, zu deren Existenz in vitro iiberschiissiges Cystein 
notwendig ist. 

Als Ersatz des Eisens kommt noch Mangan in Frage. Im allgemeinen 
sind die ,,Mangan-S H-aktivierten®’ Dipeptidasen viel weniger wirksam 
als die ,,Eisen-S H-aktivierten**. In bestimmten Fallen aber zeigt sich 
das Mangan dem Eisen sogar iiberlegen. Dies hangt vor allem von der 
Herkunft der Apo-dipeptidasen und auch noch von der Natur der 
Substrate ab, von denen bemerkenswerterweise alaninhaltige Dipeptide 
bevorzugt werden. Man wird demnach auch dem Mangan die Funktion 
eines Co-Enzyms zubilligen miissen, wenngleich dies vorerst noch Be- 
denken gegen die Richtigkeit der Auslegung der Rolle der Metalle im 
Aktivierungsgeschehen bzw. bei der Npaltung erwecken kann. 


V. Das Wirkungsvermégen. 

Die Anaero-dipeptidasen spalten wie die bekannten Dipeptidasen 
sehr wahrscheinlich auch nur Dipeptide mit freier Amino- und Carboxyl- 
gruppe. Benzoylglycylglvcin vermégen sie beispielsweise, wie Ta- 
belle XXV_ belegt, nicht meBbar anzugreifen. 

Ob die zur Spaltung notwendige freie Aminogruppe im Substrat 
auch auf das Vorkommen einer am Spaltungsvorgang wesentlich be- 
teiligten Carbonylgruppe in den Anaero-dipeptidasen hinweist, wird 
eben von uns eingehender untersucht. Die bisher beobachteten Hem- 
mungserscheinungen, selbst die nach Vorbehandlung der ,,Dipeptidase** 
mit Carbonylreagentien, sind nicht sehr tiberzeugend: Semicarbacid 
hemmt nicht, Hydrazin nur schwach, Phenylhydrazin und Hydroxyl- 
amin wirken starker. Eine solche im Enzymmolekiil vorhandene 
Carbonylgruppe miiBte doch sehr reaktionsfahig und infolgedessen 

24* 
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Tabelle XXV. 
Verhalten der Anaero-dipeptidasen gegen Benzoylglycylglycin. 
Versuchsbedingungen: Volumen 5 ccm (0,6 Millimol Substrat). Toluol, N,, 
t 40°, Titrationsprobe 2 ccm. 
Zusatz: 0,75 cem m/25Cystein + 0,25cem m/50 Eisen (IT)-sulfat + 0,025cem 


n/10 NaOH. 





Spaltungs- Spaltung 
Priiparat dauer Zusiitze (cem n/20 
in Std. K OH) 


Sporogenes- Kulturfiltrat 0,2 24 SH-Fe 0,05 
Sporogenes-dipeptidasepraparat | 0,5 1 0,04 

9% a 99 0,5 18 0,05 
Histolyticus-Kulturfiltrat 0,5 24 0,06 
Botulinus-Kulturfiltrat 0,2 24 0,03 
0,5 24 0,02 


auch leicht nachweisbar sein, d.h. schon unter gelinden Bedingungen 
(z. B. 15 Minuten bei 40° und py = 7,8) mit Carbonylreagentien 
reagieren und zur vollstandigen Hemmung der ,,Dipeptidase‘ fiihren 
Das ist aber nicht der Fall. 

Auf das voneinander sehr abweichende Wirkungsvermégen der in 
den Bouillonkulturen der verschiedenen Anaerobier vorliegenden, durch 
SH-Eisen aktivierten Dipeptidasen gegeniiber LG., AG., GL., GA. 
und GG. haben wir schon mehrfach hingewiesen. Da es hier unméglich 
ist, auf jede einzelne Abweichung einzugehen, beschrinken wir uns 
auf die wesentlich erscheinenden. 

Man kann die Anaero-dipeptidasen auf Grund ihres Spaltungs 
vermégens und auch ihres Aktivierungsverhaltens beim Ersatz des 
Eisens durch Mangan in zwei Gruppen einteilen, die sich aber nicht 
scharf voneinander abgrenzen lassen (s. Tabelle I und XXVI). Die 
Dipeptidasen der einen Gruppe spalten Glycyl-dipeptide bis zu zweimal 
rascher als LG. und AG., die der zweiten zerlegen LG. schneller, teilweise 
sehr viel schneller als AG. und die Glycyl-dipeptide, insbesondere GG 
Zur ersten Gruppe gehéren die Sporogenes-, Perfringens-, Paludis-, Ovi 
toxicus- und Agni-dipeptidase, zur anderen die Histolyticus-, Para- 
und Rauschbrand-, Botulinus-, Tetanus- usw. -dipeptidase. 

Der Befund, da8 Dipeptidasen gegeniiber GL., GA. und GG. viel 
wirksamer sein kénnen als gegeniiber LG. und AG., hat tiberrascht 
weil uns bis dahin keine solche Dipeptidase bekannt war}. Die be- 
schriebenen Dipeptidasen tierischer und pflanzlicher Herkunft spalten 
bekanntlich alle LG. —- wenn auch mit unterschiedlicher Geschwindig 
keit — besser als AG. und GG. 2. 


1 J. Berger, M.J. Johnson u. W.H. Peterson, J. of Bact. 36, 521, 
1938, fanden, ,,that Escherichia coli peptidases hydrolyze glycyl peptides 
more rapidly than leucyl peptides“. 2 Vel. W. Grassmann, Ergebn. 
d. Enzymforsch. 5, 106, 1936. 
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Die bisherigen Resultate gelten fiir die mit Cystein-Eisen akti- 
vierten Anaero-dipeptidasen. Das Spaltungsvermégen der Cystein- 
Mangan aktivierten Dipeptidasen ist davon quantitativ verschieden: 
im allgemeinen ist es geringer als das der Eisenverbindungen. Die 
Mn-dipeptidasen der beiden Gruppen spalten mit Ausnahme der 
aludis-Mn-dipeptidase —- LG., GL. und GG. viel langsamer als die 
Fe-Verbindungen, die der zweiten Gruppe auch noch AG. und GA, 
Dagegen werden diese Dipeptide von den Mn-dipeptidasen der ersten 
Gruppe rascher zerlegt als von den entsprechenden Fe-Verbindungen. 
Im Falle der Sporogenes-Mn-dipeptidase kann diese Uberlegenheit 
iiber 50% betragen. Uber die in der ersten Gruppe bestehenden Unter- 
schiede im Aktivierungsverhalten 
Tabelle X XVI. 


gegen Mangan-Cystein unterrichtet 


o o 
Tabelle XXVI1. 
Spaltungsvermégen der Perfringens-(usw.)-dipeptidase. 
Enzymlésungen: Bouillonkulturen, die 3 Tage in Cellophanschlauchen 
gegen flieBendes, destilliertes Wasser vom px = 7,5 dialysiert waren. 


Volumen des Dialysats durch Vakuum-Destillation wieder auf Ausgangs- 
volumen gebracht. 


Versuchsbedingungen wie iiblich. Konzentration der Zusatze m/250 
Cystein und m/1500 Fe- bzw. Mn-Sulfat. 





Se ies ee Spaltungs- Spaltung (ccm n/20 K OH) 
Priiparat Zusitze dauer/Std. —-- 
GL. GG, AG. 


Dialysierte | é ; 002 010 0,00 


Kultur des SH-Fe ; 2,25 1,78 0,60 1,20 
B. perfringens | SH-Mn 1,21 0,65 137 | 1,68 


Dialysierte | 0,04 ‘ ~ 0,04 0,06 0,00 
Kultur des SH-Fe 0,81 2,12 1,51 0,58 1,14 
B. paludis |) SH-Mn 1,13 0.67 1,16 1,63 


Dialysierte | 18 0,04 y 0,02. 007 0,06 
Kultur des SH-Fe 18 1,92 o) 1.50 0.91 1,83 
B. ovitoxicus | SH-Mn 18 0,91 0,9: 0.48 1,16 1,65 


Dialvsierte —~ 18 0,03 7 0.04 0,09 0,06 
Kultur des SH-Fe 18 1,46 23 1,73 0,78 1,56 
B. agni SH-Mn 18 0,96 ; 0.45 1,08 1.68 


Ordnet man die Dipeptidasen der verschiedenen Anaerobier im 
Hinblick auf ihr Spaltungsvermégen und die Ersetzbarkeit des Eisens 
durch Mangan in eine Reihe, so steht an deren Anfang die Sporogenes- 
dipeptidase, wahrend man an ihr Ende vielleicht die Botulinus-D- 
dipeptidase setzen kann. Die Sporogenes-Fe-dipeptidase vermag alle 
drei Glycylpeptide zweimal rascher zu zerlegen als LG. und AG. und die 
Mn-Verbindung ist gegeniiber GA. und AG. viel wirksamer als die 
Fe-dipeptidase. Die Botulinus-Fe-dipeptidase spaltet LG. ungefahr 
zehnmal rascher als GG., waihrend die Mn-Verbindung gegeniiber den 











366 Kk. Maschmann: 


fiinf Dipeptiden nur schwach wirksam ist. Dazwischen finden sich die 
verschiedensten Ubergange. 
Bei der Hefe- und Organdipeptidase hat man gefunden 1, da der 


Spaltungsvermoégen fiir LG. 


Quotient mit der Darstellung und 


Spaltungsvermoégen fiir GG. 
Aufbewahrung der Enzymausziige sehr schwankt und daB auch durch Ad- 
sorption und Elution erhebliche Verschiebungen von @ stattfinden 
kénnen. Man hat itiber die Griinde dieses Schwankens diskutiert ! 
K. Linderstrom-Lang hat daraus abgeleitet, daB die tierische und pflanz- 
liche Dipeptidase aus zwei Dipeptidasen verschiedener Spezifitat 
besteht, wahrend W.Grassmann das verschiedene und schwankende 
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Abb. 7. Spaltung von LG., GL. und GG. durch keimfreie Bouillonkultur des B. sporogenes, 
die mit Cystein-Eisen vorbehandelt war. 


Kurve x———: LG. 
GL. mit !). Enzymmenge. 
Ga, 
<\: GG, (2zweifache Substratmenge). 


Spaltungsvermégen auf verschiedene Affinitat ein und desselben Enzyms 
zu den Peptiden zuriickfiihrte. Die Affinitat dieser ,,Dipeptidase’ 
soll-in der Reihenfolge GG. <— AG. < LG. zunehmen. 
Bestimmt man die @-Werte fiir die Anaero-dipeptidasen, so findet 
man fiir das Anfangsglied der Reihe, die Sporogenes-dipeptidase, () 
0,5, fiir das Endglied, die Botulinus-D-dipeptidase, Q = rund 10. 
Dazwischen liegen die Q@-Werte der anderen Dipeptidasen dieser Reihe 
Auch wir haben bei Reinigungsversuchen das Schwanken des Quo- 
tienten @ verschiedentlich festgestellt und verweisen dieserhalb auf den 
Versuch auf 8. 342. Ebenso konnte beim Stehen gereinigter Lésungen 
der Sporogenes-dipeptidase Schwankungen von @ beobachtet werden 
Wir fanden schlieBlich, daB auch Q fiir die ,,Dipeptidase* verschiedener 
Stimme einer Bakterienart merkliche Unterschiede aufweisen kann. 


! K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 151, 1929; 
188, 48, 1929; W. Grassmann u. L. Klenk, ebenda 186, 26, 1929; vgl. auch 
W. Grassmann, Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 106, 1936. 
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Linearer Verlauf der Spaltung. Wir haben bei der Untersuchung 
des Verlaufes der durch Sporogenes- und Perfringens-Fe- bzw. Mn-di- 
peptidase bewirkten Spaltung festgestellt, daB er bei geniigender 
Substratkonzentration ein linearer 
ist. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in den Abb. 7 bis 10 dargestellt. 
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Abb. 8. Abb. 9. 
Abb. 8. Spaltung von GL., GA. und GG. durch gereinigte, mit Cystein-Fe bzw. -Mn 
aktivierte Sporogenes-dipeptidase, 
Kurve @——@: Mn-Dipeptidase ('), Enzymmenge) + GA. (0,6 Millimol). 


O——O: Fe-Dipeptidase ('/, Ph )+ GL. (0,6 ie } 
es - (ganze - )+ GL. (1,2 


) 
1+@6G.06 , ) 
)+ GG. (1,2 ) 


Abb. 9. Spaltung von AG. und GA. durch gereinigte, aktivierte Sporogenes-dipeptidase. 
Kurve <: Fe-SH aktivierte Dipeptidase + AG. 
: Mn-Na,SO; _,, oa + AG. 
Mn-SH * ‘ + AG. 
Mn-SH , ('/, Enzymmenge) + GA, 
: Mn-SH + GA. 





4 


Abb. 10. Spaltung von GL. und 
GG. durch dialysierte, mit Cy- 
stein-Eisen aktivierte Bouillon- 
kultur des B. perfringens 
Kurve ©) ©: GL. 
GG. 
(1'/, Enzymmenge). 
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SchluBfolgerungen aus den Ergebnissen des Abschnittes V. 

Die Beobachtungen iiber das Wirkungsvermégen der Anaero-di 
peptidasen haben uns zu der eingangs kurz dargelegten Vorstellung 
von der Natur dieser Enzyme gefiihrt. Diese Auffassung vermag, wii 
wir vermeinen, wesentliche Beobachtungen besser zu erklaren als eine 
die sich auf die ,,durch Hemmungskorper hervorgerufene Verschiedenheit 
der scheinbaren Affinitaten*: stiitzt !. 

Den Angaben in Abschnitt V kann man folgendes entnehmen: 
Die Dipeptidase der verschiedenen Anaerobier ist nicht einheitlicher 
Natur. Sie setzt sich aus mehreren Apo-dipeptidasen zusammen, deren 
Co-Enzym hauptsachlich zweiwertiges Eisen ist. In den Bouillonkulturen 
der verschiedenen Anaerobier und in den daraus dargestellten reineren 
Praparaten liegen die Apo-enzyme in verschiedenem Mengenverhaltnis 
vor. Art und Menge der jeweils vorhandenen Apo-dipeptidasen be- 
stimmen das Aktivierungsverhalten sowie das Wirkungsvermégen der 
Praparate. Da die Anaero-dipeptidasen sich nur in quantitativer, 
aber nicht in qualitativer Hinsicht unterscheiden, sind sie aus den 
gleichen, nur mengenmabig verschiedenen Apo-dipeptidasen zusammen. 
gesetzt. Man kann mit Recht fragen, ob diese quantitativen Unter- 
schiede auch den Dipeptidasen in vivo eigen sind, d.h. ob die ,,Di- 
peptidase* der Bazillen selbst mit der in ihrer Bouillonkultur vorliegenden 
vollstandig identisch ist. Es besteht u. E. kein Grund dafiir, wesentliche 
Unterschiede in der Zusammensetzung der Apo-dipeptidasen hier wie 
dort anzunehmen. Uber die Anzahl der von den Anaerobiern gebildeten 
Apo-enzyme laBt sich vorerst nichts aussagen. Die Annahme, dal 
fiir jedes Substrat, das gespalten wird, ein Apo-enzym vorliegt, erweckt 
mehr ,,gefiihlsmaBige* als sachliche Bedenken; man nimmt ja auch bei 
den Dehydrasen fiir chemisch nahestehende Donatoren verschiedene 
Apo-enzyme an. Auf alle Faille weisen die Befunde auf das Vorliegen 
mehrerer Apo-dipeptidasen hin: mindestens ist fiir die Spaltung jeweils 
einer Gruppe von Peptiden, deren gemeinschaftlicher Rest die Amino- 
gruppe tragt, eine Apo-dipeptidase verantwortlich zu machen. 

Da man dem Mangan die gleiche Funktion wie dem Eisen zubilligen 
mu, wird man wohl auch annehmen kénnen, daB Mangan von den 
gleichen Apo-dipeptidasen wie Eisen gebunden wird. Aber nicht alle 
Beobachtungen sprechen fiir diese Annahme. Es wird eine der nachsten 
Aufgaben sein, diese Verhaltnisse zu klaren. 


Die bei dieser Arbeit benétigten keimfreien Bouillonkulturen wurden 
mir dankenswerterweise von Herrn Dr. A. Demnitz, Behring-Werke, Mar- 
burg/Lahn, der I. G. Farbenindustrie A.-G., zur Verfiigung gestellt. 

Bei der experimentellen Arbeit haben mich Herr FE. Franz, Frl. L. Neun- 
dorfer und Frl. R. Frey mit viel Verstandnis und Geschick unterstiitzt. 


1Vgl. W.Grassmann u. F. Schneider, Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 107, 
1936. 





Zur Chemie der Ketonranzigkeit. 
Il. Mitteilung: 
Uber die Bildung von Methylketonen aus £-Oxyfettsiuren 
durch Penicillium glaueum ‘. 
Von 
H. Thaler und G. Geist. 
(Universitatsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie 
in Miinchen.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1939.) 


Die Frage nach den chemischen Vorgaingen bei der Entstehung 
der Methylketone, die als Trager des bezeichnenden Geruches ,,keton‘‘- 
oder ,,parfiimranzigen“ Kokos- und Palmkernfettes von A. Haller und 
Lassieur2 zuerst nachgewiesen worden waren, erhob sich verhaltnis- 
maBig spat. Man hatte zwar festgestellt, daB diese Stoffe durch die 
Lebenstatigkeit von Schimmelpilzen sich entwickeln und daB vor allem 
die Fettsduren geringer bis mittlerer MolekiilgréBe als Ausgangsstoffe 
in Betracht kommen, tiber die Art und Weise der sich abspielenden 


Umsetzungen machte man sich aber zunachst keine naheren Vor- 
stellungen. 


Erst als Dakin 3 iiber Versuche berichtete, die eine aus gesattigten 
Fettsiuren auf rein chemischem Wege erfolgende Ketonbildung zum 
Gegenstand hatten, welche mit der biochemischen eine gewisse Ahnlich- 
keit zu haben schien, begann man dieses Problem aufzugreifen. Beim 
Erhitzen einer wasserigen Lésung von Ammoniumsalzen der Fettsaéuren 
in Gegenwart von Wasserstoffperoxyd und geringer Mengen Ammoniak 
hatte Dakin Methylketone, wenn auch nur in einer Ausbeute von etwa 
5%, erhalten. 

Diese auf rein chemischem Wege verlaufende Oxydation von Fett- 
sauren beim ,,Dakinschen Abbau‘‘ wurde von .M. Stdrkle* zur Er- 
klarung der Ketonbildung durch Schimmelpilze herangezogen. Es 
sollten in beiden Fallen aus den Ammoniumsalzen durch Abspaltung von 
Ammoniak und Kohlendioxyd unter gleichzeitiger Einwirkung von 
Sauerstoff sekundire Alkohole entstehen, welche dann zu Methyl- 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaftliche 
Gewerbeforschung. — ? C. r. Acad. Se. 150, 1013, 1910. — * J. of biol. Chem. 
4, 227, 1908; 6, 373, 1909; J. Amer. chem. Soc. 44, 41, 1910. — 4 Diese 
Zeitschr. 151, 371, 1924. 
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ketonen weiter oxydiert werden konnten. Das Reaktionsgeschehen 
stellte er in dem folgenden Schema dar: 


+05 


R—CH,-CH,—COONH, — R—CHOH—CH, + CO, + NH;; 
+O, 
R—-CHOH—CH, —# R—CO—CH, + H,0. 
Daneben zog M. Stdrkle aber auch die sofortige Oxydation des fett- 
sauren Ammoniaks zum Salz einer §-Ketosaure, ohne die Zwischenstufen 
der f-Oxysauren und des sekundaren Alkohols, in Betracht. 


Die Frage der Entstehung von Methylketonen aus gesittigten 
Fettsauren wurde einige Jahre spater von O. Acklin und W. Schneider ! 
wieder aufgegriffen. Ihre Untersuchungen, die unter anderem auch 
die Befunde von MW. Stdrkle tiber den Ketonabbau der gesattigten 
Fettséuren verschiedener Molekiilgr6Be bestatigten, hatten ein wichtiges 
Ergebnis: Bei den mit f-Oxybuttersdure und #-Oxycapronsiure an- 
gestellten Versuchen konnte eine Bildung von Aceton bzw. von Methyl- 
propylketon nicht nachgewiesen werden. Die Autoren nahmen aus diesem 
Grunde an, da die 6-Oxyfettsauren nicht als Vorstufen bei der biochemi- 
schen Entstehung der Methylketone anzusehen sind. Beim oxydativen 
Abbau der gesattigten Fettsiuren zu Ketonen sollten die ersteren 
sofort in die Ketoséuren tibergehen und aus diesen durch Decarboxy- 
lierung die entsprechenden Methylketone entstehen. Auf Grund ihrer 
Anschauungen gelangten sie zu dem folgenden Reaktionsschema: 

CO, + H,0 
A 
~R-CHOH-CH,-COOH 
R-CH,-CH,-COOH —> R-CO-CH,-COO HK 
{ \R-CO-CH; + CO, 
R-COOH +CH,COOH y 
i R-CHOH-CH, 
R-CO-CH,-COOH 
| 


v 
R-CO-CH, + CO, 


R-CHOH-CH, 

Eine Bestatigung ihres Abbauschemas, in welchem die Methyl- 
ketone als Zwischenstufen und nicht als Endprodukte einer Folge von 
Reaktionen auftreten, erblickten O. Acklin und W. Schneider in den 
Feststellungen, die P. Woringer? bei Versuchen tiber das Verhalten 
von £-Oxysiauren im tierischen Organismus machte. Da es sich hierbei 
zeigte, daB manche von diesen vom tierischen K6rper schwerer an- 
gegriffen wurden als die ihnen zugrunde liegenden Fettsduren, so schloB 


1 Diese Zeitschr. 204, 253, 1929. — ? Bull. Soc. Chim. biol. 311, 3, 
1921. 
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auch er, daB die §-Oxysauren nicht durch Oxydation aus den Fettsduren 
entstiinden, sondern erst in zweiter Linie durch Reduktion der f-Keto- 
siuren. Diese letzteren sollten also die erste Oxydationsstufe der Fett- 
siuren darstellen. 

Beinahe zur gleichen Zeit gelangte auch W.N. Stockoe1 zu einem 
Abbauschema, welches demjenigen von QO. Acklin und W. Schneider 
ahnlich ist. 

Zu ganz anderen Ergebnissen kamen jedoch P. D. Coppock, V. Su- 
bramaniam und T.K. Walker2, die im Gegensatz zu O. Acklin und 
W. Schneider beim Abbau von Calciumbutyrat durch Schimmelpilze 
neben #-Oxybuttersdure auch Aceton nachweisen konnten und folgendes 
Abbauschema aufstellten: 


Buttersiure — 8-Oxybuttersaure —- Acetessigsiure —> Aceton. 


Eine Bestatigung dieses Schemas kann auch aus einer friiheren 
Arbeit von 7’. K. Walker und P. D. Coppock? entnommen werden. 
Bei Versuchen mit Calciumpropionat wurde namlich beobachtet, daB 
sich Milchsaure stets friiher als Brenztraubenséure nachweisen lieB. 
Beim Abbau der Buttersiure miiBte in ahnlicher Weise zuerst die 
B-Oxybuttersiure und erst nach dieser die Acetessigsiure auftreten. 

Die Frage nach der Art und Weise der Bildung von Methylketonen 
aus gesattigten Fettséuren erscheint also durchaus ungeklart. Eines 
steht fest: nur die Fettsauren geringer und mittlerer Molekiilgr6Be von 
der Butterséiure 4 an bis zur Myristinsiure werden durch Schimmel- 
pilze unter Methylketonbildung abgebaut. Uber welche Zwischen- 
stufen dieser Vorgang verlauft, ist nicht bekannt. 

Soweit wir tiber den Abbau aliphatischer Ketten im tierischen 
K6rper oder durch Kleinlebewesen bislang unterrichtet sind, kommt 
der Annahme von P. D. Coppock, V. Subramaniam und T. K. Walker 
die gréBte Wahrscheinlichkeit zu. 

Nach den Untersuchungen von F. Knoop iiber den Abbau gesattigter 
Fettsiuren im Tierkérper ist es bekannt, daB das f-Kohlenstoffatom 
den Angriffspunkt fiir die Oxydation darstellt. Das Ergebnis ist dann 
schlieBlich eine §-Ketosaure, die der Spaltung in Essigsiure und eine 
niedrigere Fettsiure unterliegt. Es liegt nahe, die 8-Oxydation nach 
F. Knoop auch auf die Entstehung der Ketone anzuwenden. Uber den 
Weg, welchen die Reaktion méglicherweise einschlagen kann, finden sich 
Hinweise in den Untersuchungen von H. Wieland ® iiber den Verlauf 
der Oxydationsvorginge. Beim oxydativen Abbau der Bernsteinsaure 


1 Biochem. J. 22, 80, 1928. — 2 J. chem. Soe. London 1928, 1422. 
3 Ebenda 1928, 803. 4 H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 121, 
1939. — ° H. Wieland, Uber den Verlauf der Oxydationsvorginge, Verlag 


F. Enke, Stuttgart 1933. 
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wird zuerst durch Dehydrierung eine ungesattigte Saiure (Fumarsaure 
gebildet, aus welcher durch Anlagerung von Wasser an die Doppel 
bindung eine Oxysaure (Apfelsdure) entsteht. Durch nochmalige De 
hydrierung geht diese in eine Ketosdéure, die Oxalessigséure iiber 
welche unter Abspaltung von Kohlendioxyd Brenztraubensaure liefert. 


Will man diesen Reaktionsmechanismus auf den Abbau gesattigter 
Fettsauren durch Schimmelpilze iibertragen, so sollte man folgenden 
Reaktionsverlauf erwarten: 


R—CH,—~CH,—-COOH 


v 
R—CH=CH—COOH 

, + H,0 
R—CHOH—CH,—COOH 

| — Hy 
R—CO—CH,—COOH 

1 CO, 

R-CO-—CH, 


Im Widerspruch zu diesen Annahmen stehen aber vor allem die 
Ergebnisse von O. Acklin und W. Schneider, welche bei ihren Versuchen 
mit f-Oxybuttersiure und f-Oxycapronsiure das Auftreten von 
Ketonen nicht feststellen konnten. Damit scheinen die 8-Oxysiuren 
als Zwischenprodukte des Reaktionsmechanismus der Ketonranzigkeit 
auszuscheiden. 


Zwei Moglichkeiten allerdings lassen die Vermutung zu, daf die 
fehlende Ketonbildung bei der f-Oxybuttersaéure und bei der f-Oxy- 
vapronsaure ihre Ursache nicht in der Unfahigkeit der Schimmelpilze 
hat, sie in der entsprechenden Weise zu verarbeiten, sondern durch 
andere auBere Umstande bedingt ist. Von A. Spiekermann} wie auch 
von WM. Stdrkle2 ist gezeigt worden, das die niedrigmolekularen Fett- 
siuren eine gewisse Giftigkeit fiir Schimmelpilze besitzen und es ist 
nicht ausgeschlossen, daB die Wirksamkeit bei den durch gréBere 
Wasserléslichkeit ausgezeichneten Oxyséuren gesteigert ist, so dab 
hierin der Grund der fehlenden Ketonbildung liegen kann. Weiterhin 
wurden von QO. Acklin und W. Schneider® zu den von ihnen benutzten 
Nahrbéden auBer den Fett- bzw. Oxysiuren auch andere organische 
Stoffe, wie Pepton, Gelatine, Agar zugesetzt, so daB vielleicht die 
Schimmelpilze aus diesen fiir sie leicht angreifbaren Verbindungen 
ihren Kohlenstoffbedarf deckten und die Sauren unbeachtet lieBen. 





! Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuSmittel 28, 305, 1912. — 
2 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. — * Ebenda 204, 253, 1929. 
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Nachdem durch die Salicylaldehyd-Reaktion von K. Tdufel und 
H. Thaler’ der Nachweis der Methylketone verbessert und verfeinert 
worden war, erschien es aussichtsreich, erneut Untersuchungen itiber 
den Reaktionsmechanismus der Ketonranzigkeit anzustellen. Die gréBte 
Wahrscheinlichkeit hatte von vornherein der im vorhergehenden auf- 
gezeigte Weg der 8-Oxydation nach F. Knoop in den Stufen des von 
H. Wieland gefundenen Abbaues der Bernsteinsaure. 

Bei den geringen Mengen von Ketonen, welche von den Schimmel- 
pilzen gebildet werden, waren die Aussichten der Auffindung von 
Zwischenprodukten ziemlich gering. Auch war selbst beim Gelingen 
solcher Versuche noch keine Entscheidung zu erwarten, da ja z. B. von 
P. D. Coppock, V. Subramaniam und T'. K. Walker 2 B-Oxybuttersaure 
gefunden, von O. Acklin und W. Schneider hingegen festgestellt worden 
war, dab diese von den Schimmelpilzen nicht unter Ketonbildung 
angegriffen wurde. 

Aus diesen Griinden sollte versucht werden, einen Einblick in das 
Geschehen dadurch zu bekommen, da man den Pilzen jene Sauren 
als Nahrstoffe gab, welche als Zwischenstufen des Schemas von H. Wie- 
land in Betracht kommen, z. B. 8-Oxysauren. Da die niederen Fettsduren 
aber, wie erwahnt, eine gewisse Giftigkeit zu besitzen scheinen, welche 
bei den héheren abnimmt, so war es méglich, da bei Verwendung von 
z. B. B-Oxycaprinsaure eher eine Ketonbildung festzustellen war. Um 
eine schidliche Wirkung der freien Sauren auszuschlieBen, war es 
zweckmabig, sie in Form ihrer Ammonium- oder Alkalisalze zu ver- 
wenden. Damit die Schimmelpilze endlich gezwungen waren, ihren 
Kohlenstoffbedarf einzig und allein aus den betreffenden Sauren zu 
decken, durften die Nahrbéden keine anderen Kohlenstoffquellen 
enthalten. 

Auch die Wasserstoffionenkonzentration des Nahrbodens erforderte 
Beriicksichtigung, hatten doch friihere Versuche ergeben, dab die 
Ketonbildung bei den gesattigten Fettsdiuren sehr stark vom py der 
Lésung abhingt. 


\ee 


Die Darstellung und Vorbereitung der verwendeten Siuren. 


Da nur die gesittigten Fettsiuren von der Buttersiure an bis zur 
Myristinsdure zur Ketonbildung befahigt sind, wurden zu den Versuchen 
B-Oxybuttersiure, §-Oxycapronsiure, §-Oxycaprinsiure und #-Oxy- 
myristinséure ausgewahlt. Da einige der zu priifenden Sauren noch nicht 


1 Chem. Ztg. 56, 265, 1932; Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 256, 1932; 
K. Tdufel, H. Thaler u. O. Bauer, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 69, 
401, 1935; K. Tdufel, H. Thaler u. H. Hohner, ebenda 74, 119, 1937. — 
2 J. chem. Soe. London 1928, 1422. 
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bekannt waren, soll zunachst kurz tiber die Herstellung der Oxysaure) 
berichtet werden. Hierzu standen verschiedene Moéglichkeiten zur Ve1 
fiigung, wie z. B. die Reduktion der entsprechenden Ketosaéuren mit 
Natriumamalgam. Die Darstellung derselben bot ziemliche Schwierig 
keiten, so daf} schlieBlich als am aussichtsreichsten die auf andere) 
Gebieten der organischen Chemie mit grobem Erfolg angewendete 
Synthese nach S. Reformatzki! versucht wurde. Wegleitend war dabei 
die bereits von V.J/. Harding und C. Weizmann? durchgefiihrte Dar 
stellung der $-Oxypelargonsiure aus Heptylaldehyd, Bromessigester 
und Zink. Es gelang auf diese Weise die 8-Oxycapronsaure, die B-Oxy 
caprinsdaure und 6-Oxymyristinsaure darzustellen. 


1. Die Darstellung der B-Oxycaprinsdure. 


30 g¢ Octylaldehyd und 40g Bromessigester wurden in einem Kolben 
mit eingeschliffenem RiickfluBkiihler in 140 ccm wasserfreiem Benzo! 
gelést und zu der Mischung 16,5 g Zink zugegeben. Beim Erwiarmen auf 
dem Wasserbad trat sehr bald Reaktion ein, die — falls sie zu stiirmisch 
zu werden drohte — durch Eintauchen des GefaiBes in Eiswasser gemildert 
wurde. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Gemisch 3 Stunden 
auf dem Wasserbad am RiickfluB8kiihler erhitzt. Die entstandene Lésung 
go} man auf Eis und setzte sodann konzentrieite Salzsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion zu. Die Benzolschicht wurde im Scheidetrichter abge- 
trennt, mehrmals mit Wasser gewaschen bis dieses neutral reagierte und mit 
Natriumsulfat getrocknet. Das Benzol wurde abgedampft und der Riick- 
stand im Vakuum bei 18 mm Quecksilberdruck destilliert, wobei die Haupt- 
menge zwischen 122 bis 138° iiberging. Bei der darauffolgenden Destillation 
wurde der beim gleichen Druck bei 130 bis 142° siedende Anteil gesondert 
aufgefangen, dessen Gewicht 33g betrug. Die Vorlaufe der beiden De- 
stillationen vereinigte man und verarbeitete sie in der gleichen Weise wie 
die Hauptmenge weiter. Diese wurde nun mit 50 ccm 2-N alkoholischer 
Kalilauge versetzt und !/, Stunde auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler 
gekocht. Dann stellte man den Kolben in Eiswasser, wobei sich das Kalium 
salz als gelblicher Brei abschied, der auf einer Nutsche abgesaugt, mit 
kaltem Alkohol angerieben und nochmals abgesaugt wurde. Das erhaltene 
weiBe Kaliumsalz der f-Oxycaprinsiure wurde in wenig Wasser gelést. 
die Lésung in Eis gestellt und nach einiger Zeit mit kalter verdiinnte 
(15° iger) Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt, wobei die 
freie Saéure ausfiel. Diese wurde abgesaugt und im Vakuumexsikkator 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

Die Produkte aus Vorlauf und Hauptfraktion wurden getrennt um 
kristallisiert. Hierzu léste man sie in siedendem Petrolather und filtrierte 
die Fliissigkeit. Bei geringer Abkiihlung schon schied sich die Séure aus 
Bei Zimmertemperatur wurde lingere Zeit stehengelassen und sodann 
in Eis gestellt, wobei man die B-Oxycaprinséure in Form weiBer, nadel- 
férmiger Kristalle, die an Schneekristalle erinnerten, erhielt. Im Vakuum 
exsikkator wurde die Saure iiber Paraffin von den letzten Spuren Petrolathe: 


1 J. Russ. phys.-chem. Ges. 33, 158, 1901. — * J. chem. Soc. London 
97, 302, 1910. 
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befreit. Von den aus Vorlauf und Hauptfraktion erhaltenen Anteilen be- 
stimmte man den Schmelzpunkt zu 53° bis 54°. Die Ausbeute betrug 19,3 g, 
das sind 26,3°, der berechneten Menge. 

Durch Titration mit n/10 alkoholischer Kalilauge e1mittelte man unter 
Verwendung von Phenolphthalein als Indikator das Molekulargewicht 
der Saure: 

0,1353 g Subst. verbr. 0,0400 g KOH: Mol.-Gew. gef. 189,8; ber. 188,2. 

Eine Mikroverbrennung hatte folgendes Ergebnis: 

4,042 mg Subst.; 9,879 mg CO,; 3,826 mg H,O. 


MONT ie cs, ia te eae one owsonvig nn C 63,77 % H 10,71% 
Recah ee a et eels Sa ew hier Cc 63,28 % H 10,59 °, 


2. Die Darstellung von B-oxrycapronsaurem Natrium. 


Die #-Oxycapronsiure stellte man auf ahnliche Art wie die p-Oxy- 
eaprinsaure her: 45g Butylaldehyd, 95g Bromessigester und 37 g Zink 
wurden zur Reaktion gebracht und nach Beendigung derselben noch 
2 Stunden auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler erhitzt. Die weitere 
Verarbeitung erfolgte in der gleichen Weise wie bei der Darstellung der 
p-Oxyeaprinsiure. Bei der Destillation wurde der zwischen 105 bis 196° 
bet 33mm Quecksilberdruck iibergehende Anteil aufgefangen, dessen 
Menge 21,5 g betrug. Die Spaltung des Esters erfolgte wegen der betriicht- 
lichen Léslichkeit der Alkalisalze der {-Oxycapronséiure in Wasser und 
in wasserhaltigem Alkohol mittels einer Natriumathylatlésung, die aus 
100 cem absolutem Alkohol und 3,5g Natrium hergestellt worden war. 
Bei Zugabe derselben schied sich sofort das Natriumsalz der S-Oxycapron- 
siure aus. Hierauf kochte man 10 Minuten am Riickflu®Bkiihler, wobei 
sich nur geringe Mengen lésten. Nach dem Erkalten wurde das Salz noch- 
mals abgesaugt, weil die Substanz gelblich gefarbt war und einen eigen- 
artigen Geruch besaB. Das iiber Nacht auf einem Tonteller getrocknete 
Salz riihrte man am anderen Tage erneut mit absolutem Alkohol und darauf 
mit Ather an und saugte die Fliissigkeit jedesmal scharf ab. Im Exsikkator 
wurde das Praparat iiber Caleiumchlorid und Paraffin getrocknet. Man 
erhielt 13g reines Natriumoxycapronat, entsprechend 11,1°, der be- 
rechneten Menge. 

Eine Mikroverbrennung lieferte folgendes Ergebnis: 

4,391 mg Subst.; 7,241 mg CO,; 2,840 mg H,O. 


SAR cea Ae Peery C = 46.73%, H = 7,19% 
ER a et eraer ee C = 44,97%, H = 7,24% 


3. Die Darstellung der B-Oxrymyristinsdure. 


Nachdem sich die Reformatzkische Synthese zur Darstellung der 
B-Oxyeaprin- und der £8-Oxycapronsaure gut bewahrt hatte, wurde versucht, 
auch die $-Oxymyristinsiure nach diesem Verfahren zu erhalten. 

Hierzu wurden 50g Laurinaldehyd, 45g Bromessigester und 18,5 g 
Zink verwendet. Die Reaktion war diesmal schwieriger in Gang zu bringen 
als bei den niederen Aldehyden und setzte beim Erwarmen auf dem Wasser- 
bad nochmals ein. Das Reaktionsgemisch war olivgriin gefarbt. Bei der 
Destillation wurden die bei 16 mm Quecksilberdruck zwischen 177 und 195° 
iibergehenden Anteile aufgefangen, die in der gleichen Weise, wie das bei 
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der Darstellung der //-Oxycaprinsiure beschrieben worden war, weiter ve1 
arbeitet wurden. Die Ausbeute an reiner /-Oxymyristinséure bet1ug 7,1 g. 


entsprechend 10,7 °, der berechneten Menge. Der Schmelzpunkt der Saur: 


lag bei 72 bis 73°. 
Das Molekulargewicht der Saéure ermittelte man durch Titration mit 
n/10 alkoholischer Kalilauge: 
0,1578 g Subst. verbr. 0,0362 g KOH; Mol.-Gew. gef. 244,29; ber. 244,36 
Die Mikroverbrennung der Saéure hatte folgendes Ergebnis: 
3,045 mg Subst.; 7,692 mg CO,; 3,069 mg H,O. 
BONES Sins Beate ce oe eE he ea wll eo Giese C= 66i70°o, H = 2156% 
ca hess ee ee ee ins C =9§88%; H = 913289 


4. Die Darstellung von B-oxybuttersaurem Natrium. 


Zu den Versuchen wurde, da die freie Saure nur schwer zu reinigen 
ist, das Natriumsalz der /-Oxybutterséiure verwendet, das durch Reduktion 
von Acetessigester nach J. Wislicenus! mittels Natriumamalgam hergestellt 
worden war. Das Salz wurde wiederholt aus Alkohol umkristallisiert. 


Die Versuchsanordnung. 

Die zu den Versuchen verwendete Rasse von Penicillium glaucum 
war die gleiche, die auch schon zum Abbau der gesattigten Fettsiuren 
gedient hatte 2. Auch der damals benutzte anorganische Nahrboden, 
der sich gut bewahrt hatte, wurde beibehalten. Die Anordnung der 
einzelnen Versuchsreihen geschah ebenfalls in der schon in der vorher- 
gehenden Mitteilung 2 beschriebenen Weise. 

Die B-Oxycaprin- und die f-Oxymyristinsiure wurden als freie 
Sauren, die £-Oxybutter- und die f-Oxycapronsaure als Natriumsalze 
der Nahrlésung zugesetzt. In jedem Falle stellte man wiederum zwei 

-arallelversuchsreihen an. Nach bestimmten Zeiten wurde der 
Ketongehalt mittels der Salicylaldehydreaktion von K. Tdufel und 
H. Thaler nach dem Verfahren von K. Tdufel, H. Thaler und H. Hohner? 
ermittelt. 

Ergebnisse der Abbauversuche. 


Mit Riicksicht auf die Méglichkeit, da $-Oxybuttersaure und 
f-Oxycapronsiure unter Umstianden eine solche Giftwirkung besitzen. 
daB jegliche Ketonbildung unterdriickt wird, wurden zunachst Ver. 
suche mit #-Oxycaprinsiure und hierauf mit #-Oxymyristinsaure. 
spater dann auch mit §-Oxycapron- und §-Oxybuttersaure unternommen. 
Ferner hatte sich bei den friiheren Untersuchungen 4 im Einklang mit 
den Befunden von M. Stdrkle, O. Acklin und W. Schneider, sowie von 


1 Liebigs Ann. 149, 207, 1896. — ? Vgl. H. Thaler u. G. Geist, diese 
Zeitschr. 302, 121, 1939. — * Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 74, 119, 


1937. — 4 H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 121, 1939. 
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K. Tdufel, H. Thaler und M. Léweneck * ein starker EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Ketonbildung ergeben. Deshalb wurden 
auch diesmal Versuchsreihen bei verschiedenem py angestellt. Uber 
die Ergebnisse soll im folgenden berichtet werden. 


1. B-Oxycaprinsdure. 


Bei den Versuchen wurden jeweils 0,05 g der freien S-Oxycaprin- 
saure dem Nahrboden zugesetzt. 

Aus den in der Tabelle I zusammengestellten Ergebnissen ist ein- 
wandfrei zu entnehmen, daB die f-Oxycaprinsiure von Penicillium 
glaucum unter Ketonbildung abgebaut wird. Gegeniiber der Laurin- 
saure, welcher die $-Oxycaprinsiure in ihrer MolekiilgréBe nahesteht, 
sind jedoch bemerkenswerte Unterschiede in der Art der Ketonbildung 
festzustellen ?. 

Tabelle I. 
Die Bildung von Methylketon aus #-Oxycaprinsaure. 





Gebildete Ketonmenge in y nach Tagen 


~ 
to 





3 4 5 6 7 8 -ll 
Py 3. 
1. Versuch... 0 45 - 78 38 1072 - 30 
2 re re 24 444 ~ 608 552-1688 96 
Mittelwert: 12 245 343 275 | 1380 63 
PH 6. 
1. Versuch... 152 290 228 56 8 0 0 
Ss pa ae 318 1640 406 968 12 152 0 12 
Mittelwert : 235 965 317 512 10 76 0 6 
Pu a 
1. Versuch... 32 16 456 540 1108 4560 968 
2. 2 Te 88 111 1680 1272 1240 8640 1064 
Mittelwert : 60 79 1068 906 | 1174 6100 1016 
Py 8. 
1. Versuch... 0 46 130 20 8 166 
2. i eye 50 95 212 228 412 1724 
Mittelwert: 25 70 171 124 210 945 
Pu 8,5. 
1. Versuch... 6 0 0 0 39 0 0 
2. - 13 0 0 0 1238 39 0 
Mittelwert: 10 0 0 0 81 20 0 





Als erstes ist der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration zu 
nennen. Wenn bei der Laurinsaure die starkste Ketonbildung bei py 3 


1 Fettchem. Umschau 43, 1, 1936. 
Zeitschr. 302, 121, 1939. 


Biochemische Zeitschrift Band 302. 25 


2 H. Thaler u. G. Geist, diese 
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eintrat, so war sie bei der 6-Oxycaprinsaure hier zwar ebenfalls ziemlich 
bedeutend, aber doch lange nicht am gréBten. Bei py 6 war die ent- 
standene Ketonmenge etwas geringer, bei py 7 am 7. Tage aber erreichte 
sie plétzlich einen ganz auBerordentlich hohen Betrag. Auch bei py 8 
waren immer noch bedeutende Mengen von Keton vorhanden, wahrend 
bei pu 8,5, wie es auch bei der Laurinsaéure der Fall war, die Bildung 
des Methylketons nahezu aufhérte. 

Was die Mengen an Keton anlangt, die bei den verschiedenen Ver- 
suchen entstanden, so fallt vor allen Dingen das auBerordentliche starke 
Ansteigen der Kurve bei py 7 auf. Die bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration aus der f-Oxycaprinsaure gebildete Ketonmenge tiber- 
trifft die aus Laurinséure im besten Falle erhaltene Ausbeute um ein 
betrachtliches. Von den zum Versuch verwendeten 0,05 g der $-Oxy- 
caprinsaure sind in der einen Versuchsreihe 4,56 mg, in der anderen sogar 
8,64 mg Keton geliefert worden, was einer Ausbeute von 12 bzw. 23 °, 
entspricht. Dieser Befund tibersteigt bei weitem sowohl die beim 
Dakinschen Abbau zu erreichenden Ausbeuten, welche zu rund 5°, 
angegeben werden, wie auch die Ketonmengen, welche im allgemeinen 
von anderen Bearbeitern dieser Frage erhalten wurden. 

Auch bei den anderen py-Stufen war die erzielte Ketonausbeute, 
verglichen mit der aus der Laurinsaéure erhaltenen, bedeutend gréBer, 
trotzdem gerade diese Saure der Ketonranzigkeit leicht unterliegt. So 
wurde bei py 3 von der 6-Oxycaprinsaure etwas mehr als das Doppelte, 
bei pu 6 etwa 80°, mehr Keton geliefert, als von der Laurinséure. Die 
Oxycaprinsdure wird demnach sogar in héherem MaBe als eine der 
nahestehenden gesattigten Sauren unter Ketonbildung abgebaut. Ein 
deutlicher Unterschied gegentiber dem Verhalten der gesattigten Fett- 
sduren zeigt sich auch in der Zeit der Bildung der gr6Bten Ketonmenge, 
die bei der 6-Oxycaprinsaure sich erst verhaltnismaBig spat entwickelte. 
Bei den anderen Oxysauren war das zum Teil noch starker ausgepragt, 
worauf spiter eingegangen werden soll. 

In gleicher Weise, wie es schon friiher bei der Laurinsaure, der 
Myristinséure und der Buttersdiure beobachtet worden war !, verlief 
die Ketonbildung auch bei der f-Oxycaprinsadure ,,zickzackformig™. 
Besonders deutlich ist diese Eigentiimlichkeit bei den Versuchen bei py 3, 
pu 6 und py 7, wahrend im alkalischen Gebiet, genau wie bei den ge- 
sittigten Saiuren, eine Anderung des Verlaufs der Kurve eintritt, der- 
gestalt, daB diese annahernd gleichmaBig ansteigt. 

Das Wachstum des Pilzes auf den /-oxycaprinsaurehaltigen Nahr- 
biden war stark von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig. 
Bei py 3 trat nur eine schwache Mycelentwicklung ein, bei py 6 jedoch 


' H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 121, 1939. 











wor, 


wore 














Zur Chemie der Ketonranzigkeit. Il. 379 


yedieh Penicillium vom 4. Tage an ausgezeichnet. Zugleich war ein 
deutlicher Riickgang der Ketonmenge zu bemerken. Bei py 7 war 
vom 4. Tage an sowohl das Pilzwachstum wie auch die erhaltene Keton- 
menge betrachtlich. Ebenso war in einem der bei py 8 angestellten 
Versuche (am 7. Tage) neben starker Mycelentwicklung auch eine 
ziemliche Ketonbildung zu beobachten. Bei py 8,5 konnte nie eine Mycel- 
bildung beobachtet werden, trotzdem war aber auch hier, wie bei den 
gesattigten Sauren Keton, allerdings nur in Spuren, festzustellen. 


2. p-Oxymyristinsdure. 


Bei friiheren Versuchen! war bei Verwendung des gleichen Pilz- 
stammes auch aus der Myristinsdure selbst Keton, allerdings nur in 
geringen Mengen, entstanden. Die freie Saéure wurde in Mengen von 
0.05 g den Versuchen zugesetzt. Wie zu erwarten war, unterlag auch 
die P-Oxymyristinsiure dem Abbau unter Methylketonbildung. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle I] zusammengestellt. 


Tabelie II. 


Die Bildung von Methylketon aus $-Oxymyristinsaure. 





Gebildete Ketonmenge in ) nach Tagen 


1 2 3 4 5 6 7 . 9 
PH 3. 
1. Versuch... 0 46 0 0 0 0 0 
2. a — 94 72 0 0 46 12 18 
Mittelwert: 47 59 i) 0 23 6 i) 
PH 6. 
1. Versuch... 0 51 45 28 142 123 142 
Z. ‘ =e 2 91 162 45 25) 173 237 
Mittelwert : 1 71 104 65 196 148 190 
Pu ¢ 
1. Versuch... 0 0 0 0 0 14 
Bs - os 0 0 12 0 50 30 
Mittelwert : 0 0 ; 6 0) 25 22 


Im allgemeinen konnten die gleichen Beobachtungen gemacht 
werden wie bei den Versuchen mit f-Oxyeaprinsaure. Auch diesmal 
wurden die gréBbten Ketonmengen nicht, wie es bei den gesiattigten 
Fettsduren allgemein der Fall war, bei verhaltnismaBig hoher Wasser- 
stoffionenkonzentration, etwa bei py 3, sondern bei einem viel geringeren 
Sauregrad gebildet. Ein Unterschied gegeniiber der 6-Oxycaprinsaure 
ist zu bemerken: Wahrend bei dieser namlich die starkste Ketonbildung 


' H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 3802, 121, 1939. 
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beim Neutralpunkt erfolgte und bei py 6 schon bedeutend geringer war 
entstand diesmal am meisten Keton im ganz schwach sauren Gebiet 
(bei py 6). Im neutralen Nahrboden und auch bei py 3 trat sehr vie! 
weniger auf. 

Im weiteren Gegensatz zu der §-Oxycaprinsdure, bei welcher dir 
Ketonbildung die bei den gesattigten Fettsiuren ahnlicher Molekiil 
groBe (Laurinsiure) beobachtete weit iibertraf, waren die von det 
f-Oxymyristinsaure gelieferten Mengen geringer als die seinerzeit aus 
der Myristinsdure erhaltenen. Es wurden aus der 8-Oxymyristinséure 
unter den giinstigsten Bedingungen, d.h. bei pu 6, im Mittel nur 2 


der unter den ebenfalls giinstigsten Bedingungen (py 3) aus der Myristin 


siure entstandenen Ketonmenge erzeugt. Auffallend war auch hier 
die gegentiber der Myristinsaure erst verhaltnismaBig spat einsetzende 
Ketonbildung. Der Verlauf der Kurven war wiederum der schon oft 
beschriebene ,,zickzackférmige*, der allerdings bei py 3 und py7 nur 
wenig, bei px 6 jedoch gut ausgepragt erschien. 


Die Entwicklung des Pilzmycels ging mit einer Verringerung der 
Ketonbildung einher. So wurde bei py 3 vom dritten Tage an ein sehr 
starkes Pilzwachstum festgestellt, wihrend die Ketonmenge gering war. 
Bei pu 6 konnte bei den ganzen Versuchen nur ein sehr sparliches 
Wachstum verzeichnet werden, Keton war aber reichlich vorhanden. 
Bei py 7 beobachtete man vom 5. Tage an eine kraftige Mycelentwicklung 
wobei’zugleich die Ketonmenge abnahm. 


3. B-Oxycapronsdure. 

Die im vorhergehenden beschriebenen Versuche hatten gezeigt, 
daB die B-Oxycaprin- und die §-Oxymyristinséure, zum Teil mit einer 
tiberraschenden Starke, zur Erzeugung von Methylketonen neigen. Es 
erhob sich die Frage, ob nicht bei den Versuchen von O. Acklin und 
W. Schneider, welche bei der 8-Oxycapron- und der f-Oxybuttersaure 
das Auftreten von Ketonen nicht haben feststellen kénnen, aubere 
Ursachen, z. B. die Verwendung von Pepton, Mannit und anderen 
Kohlenstoffquellen im Nahrboden hemmend auf die Ketonbildung 
eingewirkt haben. Es wurden deshalb zunachst Versuche mit f-Oxy- 
‘apronsaure, und zwar bei den gleichen Wasserstoffionenkonzentrationen, 
wie sie von den genannten Forschern verwendet worden waren, durch- 
gefiihrt. Diese hatten bei py 6 und py 7 gearbeitet, was insofern giinstig 
war, da ja nach den Befunden an der §-Oxycaprin- und der f-Oxy- 
myristinsaure in diesem py-Bereich die stirkste Ketonbildung zu er- 
warten war. Um die mégliche Giftwirkung der Saure zu vermeiden, 
wurde das Natriumsalz verwendet, das man in einer Menge von 0,05 g 
den Versuchen zugab. 
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Die Tabelle LIL zeigt, daB auch aus der §-Oxycapronsaure Methyl- 
keton, vermutlich also Methylpropylketon entstand. Wie man schon 
bei den Versuchen mit f-Oxymyristinsaure beobachten konnte, war 
auch diesmal wieder die Ketonbildung beim Neutralpunkt schwacher 
als bei einem ganz geringen Sauregrad (py 6). Der Unterschied prigte 
sich hier sogar noch viel starker aus. Erstaunlich hoch waren die unter 
den giinstigsten Bedingungen gelieferten Ketonmengen, die bei py 6 
am 4. Tage eine Ausbeute von rund 8,8 °, am 7. Tage sogar von 22,3 °, 
bzw. von 16,2°, ergaben. Gleich wie bei den anderen f-Oxysauren 
erfolgte die Bildung der gréBten Mengen von Keton verhaltnismabig 
spat. Der Verlauf der Kurven war wieder der tibliche ,,zickzackférmige”*. 


Tabelle LIT. 


Die Bildung von Methylketon aus /-Oxycapronsaure. 





tebildete Ketonmenge in } nach Tagen 
3 4 5 6 7 8 
pu 6. 


. Versuch... 194 - 884 836 672 2812 1588) 318 
é a grins 416 2452 1244 1652 6212 3992 | 3684 
Mittelwert: 305 1688 1040 | 1162 4512 2790 2001 
Pu 7- 
Versuch... 14 175 652 114 470 
5 | 484 840 


15 
pe wie 42 14 260 - 19 


Mittelwert: | 28 7 248 217 174. | 299 — | 655 





Das Wachstum des Pilzes war bei den Versuchen bei py 7 vom 
4.Tage an recht gut, zugleich trat kraftige Ketonbildung auf. Bei 
pu6 war vom 6. Tage an ein schwacheres Wachstum festzustellen, 
wobei aber die Ketonmenge erheblich gréBer war als bei px 7. 


4. B-Oxybuttersdure. 

Auch bei den Versuchen mit B-Oxybuttersiure, bei denen der Nahr- 
lésung jeweils 0,05 g des Natriumsalzes zugesetzt wurden, war die 
Bildung von Keton, d.h. von Aceton festzustellen. Die Ergebnisse 
finden sich in der Tabelle IV. 

Wiederum war die bei py 6 gelieferte Ketonmenge bedeutend 
gréBer als die bei py 7 entstandene, wenn auch der Unterschied diesmal 
nicht einen so hohen Betrag erreichte wie bei den Versuchen mit den 
iibrigen Oxysauren. Die Ketonbildung war bei der 6-Oxybuttersaure 
iiberhaupt merklich schwacher, immerhin wurden unter giinstigen Be- 
dingungen rund 900 Aceton gebildet, was einer Ausbeute von etwa 
3.9%, entspricht. 
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Tabelle IV. Die Bildung von Aceton aus /-Oxybuttersaure 





Gebildete Acetonmenge in 7 nach Tagen 


3 4 d 6 ‘ 


Pu 6. 
1. Versuch... 2 149 404 510 
2 ‘ sate 2 300 432 600 


Mittelwert : 225 | 418 545 
Pu 7. 
. Versuch... 379 273 0 
a ey : 463 383 . 0 
Mittelwert: . 65 421 328 ) 0 


Auch im Verlauf der Kurven ergab sich gegeniiber der 6-Oxycapron 
siure insofern eine Anderung, als das bezeichnende ,,zickzackférmige** 
Ansteigen und Absinken der Ketonmenge viel weniger stark auftrat 
Bei den Versuchen bei py 6 nahm diese vom 1. bis zum 7. Tage gleich- 
maBig zu, um sich dann jah zu verringern. Die gleiche Beobachtung 
konnte man bei py 7 machen, nur war hier der Scheitelpunkt der 
Kurve schon am 4. Tage erreicht: die Acetonmenge nahm_ hierauf 
stark ab, bis nach 7 Tagen fast kein Aceton mehr nachzuweisen war. 

Kine Mycelentwicklung trat bei pu 7 auf dem f-oxybuttersdiure 
haltigen Nahrboden im Gegensatz zu der §-Oxycapronsaure nicht auf 
ein neuer Beweis fiir die von K. Tdufel, H. Thaler und M. Léweneck ! 
gemachte Beobachtung, daB Ketonbildung und Wachstum des Pilzes 
weitgehend unabhangig voneinander sind. Bei py 6 war das Pilzwachstum 
ziemlich gering. 

Zusammenfassung. 

Die beschriebenen Versuche mit f-Oxybutter-, f-Oxycapron-. 
f-Oxycaprin- und §-Oxymyristinsiure lassen erkennen, daB nicht nur 
die mittleren Glieder dieser Reihe, sondern auch, entgegen den Angaben 
von O. Acklin und W. Schneider, die niederen Vertreter derselben, wie 
B-Oxybuttersaiure und $-Oxycapronsdure durch Schimmelpilze unter 
Methylketonbildung abgebaut werden kénnen. Dabei erfolgt bei allen 
diesen B-Oxysiuren die Ketonbildung zum Teil sogar leichter und in 
viel gréBerem AusmaBe als aus den ihnen nahestehenden gesattigten 
Fettsiuren. Vor allen Dingen scheinen auch hier wieder die Sauren 


mittlerer MolekiilgréBe (8-Oxycaprinsiure) in besonderem MaBe zu 


Ketonbildung befahigt zu sein. 

Gegeniiber dem Verhalten der gesittigten Fettsiuren zeigen sich 
aber in einigen Punkten merkliche Unterschiede. Wahrend bei diesen 
die Entwicklung der gréBten Ketonmengen bei verhaltnismaBig kraftig 


1 Fettchem. Umschau 43, 1, 1936. 
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saurer Reaktion (py 3) des Nahrbodens erfolgte, trat dies bei den 


f-Oxysauren im ganz schwach sauren Gebiet (py 6), in einem Falle 


(8-Oxycaprinsaure) beim Neutralpunkt ein. Sowohl bei starkeren Saure- 
graden wie auch zum alkalischen Gebiet hin verringerte sich die Keton- 
bildung recht schnell. Die Entwicklung der gréBten Ketonmenge, 
die sich bei den gesattigten Fettséuren unter giinstigsten Bedingungen 
in den ersten 4 Tagen vollzog, erfuhr bei den 8-Oxysiuren eine Ver- 
zogerung um mehrere Tage. Die gelieferten Mengen waren dann aller- 
dings manchmal ganz bedeutend gréBer. Bei der f-Oxycaprinsaéure 
wurden Ausbeuten bis zu 12 und 23°,, bei der 6-Oxycapronsaure bis 
zu 16,2 und 22.3°, erreicht. 

Der Verlauf der Kurven zeigte, wie das auch bei den gesattigten 
Fettséuren der Fall war, in der Regel ein starkes Ansteigen und eine 
darauf folgende Verminderung der Ketonmengen, so daB die Kurven 
die bezeichnende .,Zickzackform* erhielten. 

Die Tatsache, daB auch die 6-Oxyfettsduren geringer bis mittlerer 
Molekiilgr6Be von Penicillium glaucum zu Methylketonen abgebaut 
werden kénnen, ist vielleicht nicht allzu iiberraschend, da es an und fiir 
sich wohl unwahrscheinlich war, daB die Ketonbildung aus gesiattigten 
Fettsduren in einer von den bisher bekannten Reaktionsfolgen ab- 
weichenden Weise verlaufen sollte. Bei der Leichtigkeit, mit welcher 
die £-Oxysiuren der Ketonranzigkeit unterliegen, erscheint es als 
wahrscheinlich, da sie als Zwischenstufe des Ketonabbaues der ge- 
sittigten Fettsaiuren auftreten. 

Weitere Versuche iiber das Verhalten ungesattigter und sub- 
stituierter Fettsduren sowie verschiedener anderer Verbindungen, die 
in ketonranzigen Fetten nachgewiesen wurden, sind im Gange. 











Uber den natiirlichen Quecksilbergehalt 
des menschlichen Organismus. 
Von 
J. Bodnar, Odin Szép und Barna Weszprémy. 


(Aus dem gerichtlich-chemischen Laboratorium des medizinisch-chemischen 
Instituts der Universitat Debrecen, Ungarn.) 


(Eingegangen am 1. August 1939.) 


Die grundlegenden Untersuchungen von Stock und Mitarbeitern 
|Heller, Pohland, Zimmermann, Lux, Gerstner, Cucuel, Kihle, Kreyer (1) | 
iiber durch sehr kleine Mengen von Quecksilberdimpfen hervorgerufene 
chronische Quecksilbervergiftungen erweckten in weiten Kreisen ein 
lebhaftes Interesse und bildeten den Ausgangspunkt vieler biochemi- 
scher Forschungen, von denen einzelne sich auch mit dem natiirlichen 
Quecksilbergehalt des menschlichen Organismus befaBten. 


Das Quecksilber gelangte bei den Stockschen Vergiftungsfallen in den 
Organismus durch standige Einatmung der Luft chemischer, physikalischer, 
arztlicher und zahnarztlicher Laboratorien, wo mit Quecksilber gearbeitet 
wird; ferner aus der Luft soleher Raumlichkeiten, wo ein Thermometer zer- 
brach. Auch aus Amalgamfiillungen der Zihne kann Quecksilber durch die 
Luftwege in den Organismus gelangen. Stock bezeichnet das Quecksilber 
als ein ausgesprochenes Atemgift. Ganz geringe Quecksilbermengen (wie 
2 yin 1 cbm Luft) kénnen schon chronische Vergiftungserscheinungen hervor- 
rufen. Das Quecksilber wirkt, durch die Luftwege eingeatmet, unvergleichlich 
schadlicher als durch den Magen aufgenommen; die eingeatmete quecksilber- 
haltige Luft wird im Organismus vom Quecksilber fast vollkommen befreit. 
Die ersten Erscheinungen dieser chronischen Quecksilbervergiftung sind 
hauptsichlich nervés-psychischer Art (Miidigkeit, Nervositat, Kopf- 
schmerzen, Verminderung der Arbeitslust, des Gedachtnisses usw.), sie sind 
aber’ zu wenig charakteristisch, um aus ihnen auf eine chronische Queck- 
silbervergiftung folgern zu kénnen. Der Arzt ist vielmehr geneigt, diese 
Symptome einer Nervositat, Uberarbeitung usw. zuzuschreiben. 

Fiir Diagnose einer Quecksilbervergiftung ist es vor allem wichtig, 
das Schicksal des Quecksilbers im Organismus genau zu kennen. Die Tier- 
versuche von Stock und Cucuel (2) (das Quecksilber wurde den Tieren damptf- 
formig zugefiihrt) zeigten, daB die Nieren das Quecksilber am starksten 
speicherten und — anderen Organen gegeniiber — laingere Zeit zuriick- 
hielten. Die Quecksilberspeicherung in den Nieren verlief noch glatter, 
wenn die Tiere das Quecksilber mit der Nahrung aufnahmen. Vom zweiten 
Versuchstage an stieg der Quecksilbergehalt nur in den Nieren, in den anderen 
Organen kaum, es wurde also von dieser Zeit an das ganze zugefiihrte Queck- 
silber von den Nieren aufgefangen. Dementsprechend hat die Nieren- 
funktion der mit Quecksilber behandelten Tiere deutlich gelitten. Es ist 
sehr interessant, dafi die Leber das Quecksilber im Gegensatz zu anderen 
Schwermetallen viel weniger speichert. Nach Stock und Cucuel ist das 
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Verhalten des menschlichen Organismus gegeniiber dem eingeatmeten 
Quecksilberdampf augenscheinlich dasselbe wie beim Meerschweinchen, da 
bei chronischer Quecksilbervergiftung die Ausscheidung des Quecksilbers 
durch den Harn monatelang dauert. 


Fiir die Diagnose einer chronischen Quecksilbervergiftung aus dem 


Quecksilbergehalt von Harn, Fazes, Blut ist es weiterhin notwendig, 
uns tiber die Verbreitung des Quecksilbers in der Natur zu orientieren. 
Wie aus dem Schrifttum festzustellen ist, stammen die ersten Daten 
iiber das Vorkommen von Quecksilberspuren in Erde und Pflanzen 
(Mehl) von Emil Felletar (3), dem ersten ungarischen forensischen Che- 
miker aus dem Jahre 1897. Er hat diese Beobachtung nur ungarisch 
publiziert und so ist es erklarlich, daB die Weltliteratur davon, sowie 
von seinen anderen, spiter erwahnten Quecksilberuntersuchungen in 
Leichenteilen keine Kenntnis genommen hat. 

Ferner erwahnt Raaschou (4) den Quecksilbergehalt eines Mineral- 
wassers, in welchem Quecksilber in Mengen unter 0,2 mg im Liter vorhanden 
war. Die ersten eingehenden quantitativen Untersuchungen iiber den Queck- 
silbergehalt der Nahrungsmittel wurden von Borinski (5) durchgetiihrt. Er 
stellte fest, daB alle pflanzlichen und tierischen Nahrungsmittel kleinste 
Mengen Quecksilber enthalten. Er bestimmte auch die Tagesausscheidung 
an Quecksilber in Harn und Stuhl bei Personen, die nie mit Quecksilber in 
Beriihrung kamen (,,Quecksilberfremde**) und fand, da diese annaihernd 
ebensoviel Quecksilber (durchschnittlich 5 bis 10 y) ausscheiden als sie 
taglich mit der Nahrung aufnehmen. Das ausgeschiedene Quecksilber 
stammt also bei den Quecksilberfremden aus der Nahrung. 

Spater haben Stock und Mitarbeiter (6) auf Grund unserer Versuche 
| Bodndr und Szép (12)] eine sicherere Methode (siehe bei Methodik) als die 
von Borinski benutzte zur Bestimmung sehr kleiner Quecksilbermengen 
ausgearbeitet und Stock und Cucuel (7) priiften damit in umfangreichen 
Versuchen die Verbreitung des Quecksilbers in der Natur. Es ergab sich, 
daB Quecksilber in Spuren iiberall vorhanden ist; durchschnittlich liegt der 
Quecksilbergehalt bei den anorganischen und organischen Naturstoffen 
zwischen 10 und 100 y je Kilogramm. Weiterhin bestatigen sie die quanti- 
tativen Angaben von Borinski iiber die Aufnahme und Ausscheidung des 
Nahrungsquecksilbers. 

Es taucht hier die wichtige Frage auf: welche physiologische Be- 
deutung haben jene sehr geringen aber gut bestimmbaren Quecksilber- 
mengen, die sich in den Lebensmitteln vorfinden, fiir den menschlichen 
Organismus ? Es kann als sicher betrachtet werden, daB das in Nahrungs- 
mitteln, Wasser und Luft nur in geringen Spuren vorkommende Queck- 
silber kein Giftstoff fiir den menschlichen Organismus ist. Man kommt 
der Lésung der Frage etwas naiher, wenn durch systematische Unter- 
suchungen festgestellt wird, welche Mengen die einzelnen Organe des 
menschlichen Kérpers aus dem Nahrungsquecksilber tiberhaupt spei- 
chern kénnen und ob es ein Organ gibt, welches als Quecksilberdepot 
des Organismus betrachtet werden kann. 
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Die Kenntnis des natiirlichen Quecksilbergehalts der menschlichey, 
Organe ist auch vom Standpunkt der forensischen Chemie sehr wichtiv. 


denn nur so ist es méglich, aus den positiven Priifungsergebnissen der 


Leichenteile an Quecksilber auf das Vorhandensein einer Quecksilbe: 
vergiftung einen sicheren SchluB zu ziehen. 

Uber den natiirlichen Quecksilbergehalt des menschlichen Organis. 
mus stehen uns nur sehr wenige Daten zur Verfiigung. Die erste Angabe 
daf der menschliche Organismus tiberhaupt Quecksilber enthalt, stammt 
ebenfalls von Felletar (3). Er hat namlich von 1877 an wiederholt ge 
funden, das Quecksilber auch in solchen Leichenteilen nachweisbar 
war, wo die fraglichen Personen weder beruflich, noch sonst auf irgend 
eine Weise mit Quecksilber (quecksilberhaltige Arzneimittel, Kosmetika 
zerbrochenes Thermometer usw.) in Berithrung kommen konnten 
Diese Beobachtungen fiihrten Felletér zu den schon erwahnten Unter 
suchungen der Erde und des Mehls auf Quecksilbergehalt. Felletdr hat 
also zum erstenmal ausgesprochen, daB das Quecksilber ein normaler 
Bestandteil des menschlichen Organismus ist und daB es mit den Nah- 
rungsmitteln aufgenommen wird. Was die Menge des Quecksilbers im 
menschlichen Organismus betrifft, so hat er in 300 bis 400 g gemischter 
Leichenteile (Verdauungskanal, Leber usw.) etwa 1 mg Quecksilber 
gefunden. Im Alteren Schrifttum findet man au®er Felletars Angabe 
keine Berichte iiber das natiirliche Vorkommen des Quecksilbers im 
menschlichen Organismus. 

Im neueren Schrifttum erschienen erst seit den Stockschen Unter- 
suchungen Angaben iiber den Quecksilbergehalt menschlicher Organe 
Niere, Leber, Lunge und Blut (s. Tabelle I, Nr. 1] u. 2). Wir haben das 
Quecksilber in den uns zur Verfiigung gestellten Organen der Leichen 
von 3 Personen bestimmt, die in ihrem Leben — soweit dies tiberhaupt 
feststellbar war nicht mit Quecksilber in Beriihrung kamen und auch 
keine Amalgamfillungen besaBen. Um unsere, auf die bereits erwahnten 
menschlichen Organe beziiglichen Analysendaten (weitere Organe s. Ta- 
belle IL) mit denen des Schrifttums sowie mit dem natiirlichen Queck 
silbergehalt tierischer Organe (aus dem Schrifttum) zu vergleichen 
wurden alle diese Daten! in Tabelle I zusammengestellt und der Queck 
silbergehalt, auf 100 g frisches Organ bezogen, in y (+ °,) ausgedriickt 


Aus den einander nahestehenden Quecksilberdaten von Stock und 
Cucuel, Kluge und Mitarbeitern ist ersichtlich, daB von den drei mensch- 


r 


lichen Organen (Niere, Leber, Lunge), im Einklang mit der bei Tier- 


1 AuBer diesen Daten findet man in der Literatur noch zwei Angaben 
bei Borinski (5) (er fand in der Leber eines Totgeborenen 0,11 und in de! 
eines Erwachsenen 0,22 7°, Quecksilber), diese wurden aber aus methodi 
schen Griinden hier nicht in Betracht gezogen. 
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Tabelle I. 





Quecksilbergehalt in 79/5 


Nr. Autor Bemerkungen 
Niere Leber Lunge Blut 
1 11 2,4 3,1 Stock und Cucuel (2) 10 jithriges Madchen 
| 97 1.25 | Kluge und 


{ Mitarbeiter (8) 


17 5,3 7,8 20 jihrige Frau. Broncho- 
pheumonie. 


~ 
~ 

5 
GC 


4 || 22, 10,3 9,4 34,2 | Bodnar, Szép und 64 jahrige Frau. Insutf. cordis. 
Weszprémy pene 

5 || 58 44.6 50.5 34.6 | ; 19 jihriges Midchen. The. 

‘ , bein pulm. 

6 7,5 1,6 13 Stock und Cucuel (2) Meerschweinchen. 

7 3 l 1] 3 Stock (9) Hund. 

8 - - 0,3-0,7, Stoékund Cucuel(10), Aus lebenden Menschen. 


versuchen gemachten Erfahrung von Stock und Cucuel (2), die Niere 
sich durch den gr6Bten natiirlichen Quecksilbergehalt auszeichnet !. 
Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, zeigt beim Hunde gleichfalls die Niere, 
beim Meerschweinchen dagegen die Lunge den gréBten natiirlichen 
Quecksilbergehalt. Unsere Versuche tiber den Quecksilbergehalt dieser 
drei menschlichen Organe zeigen in jedem Falle héhere Resultate, be- 
sonders beim Versuch Nr. 5 fanden wir enorm groke Mengen, gegeniiber 
den Stockschen Daten, im Mittel rund um 1300°, mehr Quecksilber. 
Aus unseren Untersuchungen geht nicht klar hervor, da} unter den 
menschlichen Organen: Niere, Leber, Lunge, ebenfalls die Niere als 
Aufstapelungsorgan des Nahrungsquecksilbers fungiert. Deshalb ist 
es notwendig zur Entscheidung der Rolle der Niere bei der natiirlichen 
Quecksilberanhiufung im Organismus, den Quecksilbergehalt auch 
anderer, und zwar méglichst vieler Organe zu kennen (s. Tabelle II). 


Bei der Tabelle I erfordern die Quecksilberwerte des Blutes eine 
besondere Beachtung. Die von uns gefundene kleinste Quecksilbermenge 
im Blute ist rund die 11 fache und die 2 gréBeren rund die 500fachen der 
von Stock und Cucuel (10) gefundenen gréBten (0,7 °,) natiirlichen 


1 Stock u. Cucuel (2) fanden in einem Falle (an Arteriosklerose ge- 
storbene 76jahrige Frau), wo das Quecksilber nicht als Dampf, sondern 
durch Einspritzung von Salyrgan zugefiihrt worden war, in den Nieren 
347 y% Quecksilber und viel weniger (2,5 bis 37 7®,) in anderen Organen. 

Wir haben in unserem gerichtlich-chemischen Laboratorium seit 1926 
in 15 Fallen von Quecksilbervergiftungen (aus Debrecen und seiner Um- 
gebung) Gelegenheit gehabt, Quecksilberbestimmungen in Leichenteilen 
durchzufiihren. In 9 Fallen davon wurde das Quecksilber auch in einzelnen 
inneren Organen bestimmt und in 8 Fallen gefunden, daB die Nieren den 
groBten Quecksilbergehalt hatten; in einem Falle zeigten die Niere und die 
Leber beinahe denselben Quecksilbergehalt. 
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Quecksilberwerte. In Stocks Untersuchungen war 657°, die gréBte 
Quecksilbermenge, die er im Blute eines an chronischer Quecksilber 
vergiftung leidenden Glasblisers fand?. Es ist interessant, daB de: 
Quecksilbergehalt des Blutes nach Einstellen der Quecksilberaufnahni 
auf den normalen Wert zuriickgeht. Auch im obigen Falle, als der Queck 
silbergehalt der Luft nach Sanieren der Werkstatte von 120 » Hg /cbm aut 
2.5 Hg/cbm heruntergegangen war, sank das Quecksilber auch im Blute 
schnell auf 0,65 7°, herab. Uber die Ursache der von uns gefundenen 
enorm groben Blutquecksilberwerte kénnen wir zur Zeit nichts sagen, 
die betreffenden Personen waren nach unserem besten Wissen in ihren 
Leben Quecksilberfremde. Die Daten von Stock und Cucuel bezogen sich 
auf Blut von lebenden Personen, wahrend die von uns untersuchten 
Blutproben aus Leichen stammten. Weitere Versuche zu dieser wich 
tigen Frage, in welchen auch die verschiedenen Elemente des mensch- 
lichen und tierischen Blutes auf Quecksilbergehalt untersucht werden, 
befinden sich im Gange. 


Tabelle LI. 





Quecksilbergehalt in y°/9 


Be- 
merkungen 


Milz 


Gallen- 
blas« 


~ 
c 


17,4 17,0 5,3 7,8 36,2 25,5) — 0,63 — Siche 
22,3 10,3 9,4 34,2 70,0 - - | 4,6 Tabelle I 
58,0 44,6 50,6 34,6 32,5 42,2) 34,0 31,0 32,5 44,5 0,6 


Tabelle II zeigt auBer Niere, Leber, Lunge und Blut auch die in 
anderen Organen gefundenen Quecksilbermengen. Unter den aus den 
Leichen Nr. 3 und 4 stammenden Organen enthalt die Milz die gréBte 
Quecksilbermenge, die Niere viel weniger. Bei der Leiche Nr. 5 wurden 
auBer dem schon erwahnten hohen Quecksilbergehalt in Niere, Lunge. 
Leber und Blut auch in anderen Organen — mit Ausnahme des Muskels 

hohe Quecksilbermengen gefunden. Im Gegensatz zu dem geringen 
Quecksilbergehalt des menschlichen Muskels enthalt der Beinmuske! 
des Hundes nach Stock (9) 4°, Quecksilber. Aus unseren Unter 
suchungen folgt, dap die Milz jenes Organ ist, welches sich in allen 3 Fallen 
durch besonders hohen Quecksilbergehalt auszeichnet. 

Zur Kontrolle der von uns in menschlichen Organen von Queck 
silberfremden gefundenen groBen Quecksilberwerte haben wir in 
einigen menschlichen Organen ebenfalls bei Quecksilberfremden weitere 
Quecksilberbestimmungen mit folgenden Ergebnissen durchgefiihrt 


! Stock (9) fand in einem Falle mit Stomatitis und ,,Quecksilbersaum’ 
am Zahnfleisch 18 y% Quecksilber im Blute. 





Natirlicher Quecksilbergehalt des menschlichen Organismus. 389 


Tabelle ILI. 





Organ Hg 7° 0 Bemerkungen 


co re ?0,5 6 jibriger Knabe. Bronchopneumonie. 
21,1 56 jahrige Frau. Tbe. pulm. 
Leber 59,7 43 jiihriger Mann. Lebercirrh. 


Die Daten der Tabelle II zeigen, daB wir auch in diesen Fallen 
viel hGhere Quecksilberwerte erhielten als die, welche die Versuche von 
Stock und Cucuel, sowie Kluge und Mitarbeitern ergaben. Weitere Ver- 
suche miissen zeigen, ob diese groBen Differenzen individuelle Ursachen 
haben, oder im verschiedenen Quecksilbergehalt der Nahrungsmittel, 
Trinkwasser, Luft usw. ihre Erklarung finden. Diese Verfasser machen 
keine Angaben dariiber, ob die von ihnen untersuchten Organe von 
kranken oder gesunden (infolge eines Unfalls gestorbenen) Menschen 
stammen. Da wir die Organe an verschiedenen schweren Krankheiten 
(s. Tabelle) verstorbener Personen auf Quecksilber untersucht haben, 
kann man auch daran denken, dais die von uns gefundenen hohen 
Quecksilberwerte auf pathologische Ursachen zuriickgefiihrt werden 
kénnen. Unsere nachste Aufgabe wird es sein, die Organe eines gesunden, 
infolge eines Unfalls verstorbenen Menschen auf Quecksilbergehalt zu 
untersuchen. 

Wir hatten Gelegenheit, in einer totgeborenen Menschenfrucht 


(klinische Diagnose: Algide Asphyxie) eine Quecksilberbestimmung 
durchzufiihren. Zur Bestimmung gelangte eine Mischung von inneren 


Organen, Hirn, Muskeln und Knochen der Frucht und es wurde darin 
7.27%) Quecksilber gefunden; die Mutter der Frucht war Quecksilber- 
fremde. Dieses Ergebnis ist vielleicht ein Beweis dafiir, daB das Queck- 
silber im menschlichen Organismus nicht als eine iiberfliissige und nur 
zufallig aufgenommene Substanz zu betrachten ist, sondern eine Sub- 
stanz ist, welche eine, wenn auch noch ungeklarte wichtige biologische 
Rolle spielt. 
Methodik. 


Zum Studium der hier aufgeworfenen Quecksilberfragen ist ein ana- 
lytisches Verfahren nétig, mit welchem sehr kleine Quecksilbermengen mit 
entsprechender Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Da sich zu diesem 
Zwecke die von Stock und Pohland (11) seinerzeit empfohlene kolorimetrische 
Methode ungeeignet erwies, bemiihten wir uns [ Bodnar und Sz‘p (12)] eine 
geeignete Methode zur Bestimmung sehr kleiner Quecksilbermengen aus- 
zuarbeiten. Es ist uns gelungen, eine entsprechende Methode zu finden. 
Nach unserer Methode wird das Quecksilber aus der etwas Kupfersulfat ent- 
haltenden Lésung mit Eisendraht abgeschieden, das Quecksilber von dem 
Nisendraht abdestilliert, die Quecksilbertropfen durch Zentrifugieren mit 
Alkohol zu einem Tropfen vereinigt, der Durchmesser des Quecksilber- 
tropfens unter dem Mikroskop gemessen und daraus das Gewicht des Queck- 
silbers (0,4 bis 10 y) berechnet. Die Abscheidung des Quecksilbers erfolgte 
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bei unserer Methode aus !/,) cem der Lésung, was Stock und Lux (6), sowie 


Majer (13) als einen ernstlichen Nachteil der Methode bezeichnen, da in de: 
Praxis hiéufig 10 bis 20 eem Lésung oder auch mehr vorhanden ist, in welche: 
das Quecksilber bestimmt werden soll. Stock und Mitarbeiter (6) bestrebten, 
sich, unser Verfahren auch fiir ein gr6Beres Fliissigkeitsvolumen brauchbar zy 
machen. Nachdem sie dies durch Ausscheidung des Quecksilbers mittels 
Kisendraht unter den verschiedensten Umstanden nicht erreichen konnten, 
wendeten sie mit gutem Erfolg die elektrolytische Abscheidung (mit Kupfe: 
und Platinelektroden) des Quecksilbers an und fiihrten die Messung des 
abgeschiedenen Quecksilbers nach unserem Verfahren durch. Was dic 
Kinzelheiten der einwandfreie Resultate gebenden elektrolytischen Queck 
silberbestimmung betrifft, so verweisen wir auf die urspriingliche Mitteilung 
von Stock und Mitarbeitern (6). Spéiter haben Stock und Neuenschwande) 
Lemmer (1) das ganze Analysenverfahren einer eingehenden Nachpriifung 
unterzogen und durch Uberwindung einiger Schwierigkeiten das Verfahren 
verbessert. Wegen der Einzelheiten des verbesserten Verfahrens vel weiser 
wir ebenfalls auf die urspriingliche Mitteilung der Verfasser. 

Wir haben-unsere Quecksilberbestimmungen an Leichenteilen ge- 
maf der Vorschrift von Stock und Mitarbeitern durchgefiihrt. Von den 
Organen der Leichen Nr. 3 und 4 wurden 30 bis 300 g und von denen der 
Leiche Nr. 5 je 50 g zerstért und das Quecksilber bei 3 und 4 nach dem 
ailteren Verfahren von Stock und Mitarbeitern (6) und bei Nr. 5 nach 
dem verbesserten Verfahren von Stock und Neuenschwander-Lemmer (1) 
bestimmt. Die Differenzen zwischen beiden Methoden sind nicht grof 
und lassen die eigentliche Frage des Quecksilbergehalts von mensch- 
lichen Organen unberiihrt. 

Die benutzten Reagenzien wurden auf Quecksilbergehalt mit fol- 
genden Resultaten gepriift und diese als Blindwerte von den in den 
Organen gefundenen Quecksilbermengen in Abzug gebracht. 

Bei Leichen Nr. 3 und 4: 

5 g Kaliumchlorat (pro anal. Merck) + 70 cem dest. Wasser 

100 cem Salzsiure vom spez. Gewicht 1,124 bis 1,126 (pro 
anal. Merck) + 20mg Kupfer (als Kupfersulfat) gaben nach 
denselben Operationen wie bei der Zerst6rung in Parallelver- 
UNEROMN CI MRO ss os oo 6 ne Io ok Oo Ce Oe ae 0,25 y Hg 

Bei Leiche Nr. 5: 

15g Kaliumchlorat (pro anal. Merck) + 60 cem dest. Wasser 
+ 140 cem Salzsiure vom spez. Gewicht 1,124 bis 1,126 (pro 
anal. Merck) + 5mg Kupfer (als krist. Kupfersulfat pro anal. 


Kahlbaum) gaben ebenso im Mittel .............0cscccceees 0,5 y Hg 
15g Kaliumchlorat (pro anal. Merck) + 40 cem dest. 

Wasser -++ 140 cem Salzséure vom spez. Gewicht 1,19 (pro anal. 

Kahlbaum) + 5mg Kupfer (als krist. Kupfersulfat pro anal. 

PRPC) ORY APY TNT URE cs ces sp vs weet aaene seas 115 » Hg 


Majer (13) stellte fest, daB die Abscheidung des Quecksilbers aus 
Lésungen von gréBerem Volumen (bis 5 cem) mit Eisen ebenfalls quantitatiy 
durchzufiihren ist, wenn man unter bestimmten Bedingungen einen langeren 
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(110mm) Eisendraht verwendet und die Abscheidung des Quecksilbers 
fiinf- bis sechsmal wiederholt. Besonders diese mehrfache Wiederholang der 
Quecksilberausscheidung macht aber unsere urspriingliche, sehr einfache 
Methode langwierig. 

Einige orientierende Versuche von Szép, vorliufig nur mit reinen 
und wenig Kupfer enthaltenden Quecksilberchloridlésungen, zeigen, daB 
unsere einfache Methode auch bei gr6Beren Fliissigkeitsmengen anwend- 
bar ist. Es wurde namlich gefunden, da man eine sehr wenig Queck- 
silber enthaltende und mit etwas Kaliumchlorid versetzte Salzsaure- 
lésung im Wasserbad zu einem kleinen Volumen (etwa 1 cem oder noch 
weniger) ohne Quecksilberverlust einengen kann!. Die Bestimmung 
des Quecksilbers wird dann nach Abwigung der eingeengten und das 
gesamte Quecksilber enthaltenden Lésung in einem Bruchteil (etwa 0,1 
bis 0.2 g) derselben nach unserer urspriinglichen Methode durchgefiihrt. 
Auch Cucuel (14) dachte an eine solche Modifizierung unserer Methode, 
stand aber davon ab, ,,weil bei so geringen Konzentrationen das Queck- 
silberchlorid merklich fliichtig ist**. Versuche iiber die Anwendbarkeit 
dieser Modifikation zur Bestimmung des Quecksilbers in Organen be- 
finden sich im Gange. 


Y 7 Poce , 
Zusammenfassung. 


1. Es wurde der natiirliche Quecksilbergehalt in den Organen 
(Niere, Leber, Lunge, Blut, Gallenblase mit Galle, Milz, Herz, Magen, 
Darm, Hirn, Muskel) aus Leichen von drei quecksilherfremden Personen 
bestimmt. 

2. Die in der Niere, Leber und Lunge gefundenen natiirlichen 
Quecksilbermengen (9,4 bis 58,0 4°.) sind viel héher als die, welche 
Stock, Kluge und Mitarbeiter fiir diese Organe angegeben haben (1,25 
bis 11,0 y %). 

3. Die im menschlichen Blute gefundene kleinste Quecksilbermenge 
(7,8 y°%,) ist rund die llfache und 2 gréBere Mengen (Mittelwert 
34,4.7°%)) rund die 500fachen der von Stock und Cucuel gefundenen 
gr6Bten (0,7 7°%,) Quecksilberwerte. 

4. Nach dem natiirlichen Quecksilbergehalt aller untersuchten 
menschlichen Organe ist nicht die Niere, sondern die Milz durch den 
héchsten natiirlichen Quecksilbergehalt ausgezeichnet. 


1 Uber die Wirkung der Salzsiure und des Kaliumchlorids sowie 
anderer Salze auf die Verfliichtigung des Quecksilbers beim Erhitzen und 
Eindampfen (auch bis zur Trockne) der gréBere und kleinere Mengen Queck- 
silberchlorid enthaltenden Lésungen siehe bei L. W. Winkler, Zeitschr. f. 
analyt. Chem. 64, 262, 1924, in den aus dem Institut erschienenen Disser- 
tationen von FE. L. Réth (1925), L. Nagy (1929), O. Sz-p (1935) und in der 
Mitteilung A. Stock u. N. Neuenschwander-Lemmer (1). 
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5. Die Quecksilberbestimmungen wurden mit dem auf Grund 
unserer Methode (Bodnir und Szép) von Stock und Mitarbeitern aus 
vearbeiteten elektrolytischen Verfahren durchgefiihrt. 
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Die Bedeutung des Kaliums fiir lebende Gewebe’. 
Von 
N. Brock, H. Druckrey und H. Herken. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 15, August 1939). 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Bei unseren Untersuchungen iiber den Gewebsstoffwechsel unter 
physiologischen und pathologischen Bedingungen stellte sich die Not- 
wendigkeit heraus, Klarheit iiber die Rolle des Kaliums bei den Lebens- 
vorgangen zu gewinnen. Da es sich dabei um eines der interessan- 
testen, wenn auch schwierigsten Probleme handelt, ist es verstandlich, 
das hieriiber eine sehr umfangreiche Literatur vorliegt, deren Ergeb- 
nisse fiir bestimmte Fragestellungen gut tibereinstimmen, fiir andere 
aber betrachtlich voneinander abweichen. Wir glauben von der Wieder- 
vabe einer vollstandigen Literaturitibersicht auf diesem Gebiet absehen 
zu kénnen, da diese Aufgabe in neueren zusammenfassenden Aufsatzen 
befriedigend gelést ist (1). 

Die bisher vorliegenden Untersuchungen tiber die physiologische 
Bedeutung des Kaliums wurden in der Mehrzahl an JJ/uskelorganen 
vorgenommen,. Da der Quellungszustand der kontraktilen Substanz fiir 
ihre Funktion entscheidende Bedeutung besitzt, ist es verstandlich, dai 
die Wirkung des Kaliums zunachst vorwiegend auf seine quellungs- 
hegiinstigende Wirkung zuriickgefiithrt wurde. Dies um so mehr, als es 
den Quellungszustand anderer wichtiger kolloider Zellbestandteile, vor 
allem in den Zellgrenzschichten, in ahnlicher Weise beeinfluBt und da- 
mit auch die Permeabilitat mitbestimmt. Die Permeabilitat und ihre 
Anderung ist aber von bekannter, héchster Bedeutung fiir die Funk- 
tion und das Leben, so da®B die offenkundig grundlegende Bedeutung 
des Kaliums damit eine befriedigende Erklarung gefunden zu haben 
schien. Die Ergebnisse in dieser Richtung sind gut begriindet und 
stimmen daher gut iiberein. Sie diirfen indessen nicht iiberwertet 
werden: vielmehr kommen dem Kalium nach gut begriindeten An- 
nahmen (1) noch weitere Wirkungen zu, die sich auch auf andere Zell- 
arten erstrecken und daher auch zweckmaBig nicht nur an Muskel- 
geweben, sondern besser an parenchymatésen Organen zu untersuchen 
sind. 


' Die Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurde von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft unterstiitzt. Einige Ergebnisse sind in kurzer Form 
in den Naturwiss. 27, 418, 1939 mitgeteilt worden. 
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Uns interessierten vornehmlich zwei Fragen, namlich: welche 
Bedeutung hat das Kalium |. fiir den Ablauf der Stoffwechselvorgange 
und 2. fiir den Erregungsvorgang. Uber die Verkniipfung des Kaliums 
mit Stoffwechselprozessen, den Kaliumaustausch selbst und seine Be 
deutung fiir den Erregungsvorgang bestehen nur Vermutungen. Diese: 
liegen haufig nur unbefriedigende Argumente zugrunde, viele Ergeb 
nisse widersprechen sich, so daB die Rolle des Kaliums in den ge 
nannten Hinsichten als noch ungeklart bezeichnet wird (1) und werden 
muB. Deshalb haben wir uns gerade mit diesen Fragen beschaftigt 


Methode. 

Als Methode schien uns die Untersuchung des Gewebsstoffwechsels 
am ehesten Erfolg zu versprechen. Erstens deshalb, weil hier die Ge- 
webe isoliert in einem genau definierten Milieu untersucht werden kénnen 
und stérende Faktoren weitgehend ausgeschaltet sind. Zum zweiten 
gibt die fortlaufende Messung des Gewebsstoffwechsels ein gutes und 
feines Bild vom jeweiligen Zustand des Gewebes. 

Das die zur Untersuchung kommenden Gewebsschnitte tatsach- 
lich als lebendes und funktionsfahiges Gewebe anzusehen sind, haben 
wir in vielseitigen Untersuchungen zweifelsfrei erwiesen (2). Wie wenig 
die meist nur mit ,,allgemeinen Uberlegungen‘‘ begriindeten Einwande 
gegen die Methode berechtigt sind, mégen auch die vorliegenden Unter- 
suchungen zeigen. Wir haben nach einer vieljahrigen Erfahrung mit 
dieser Methode allen Grund, sie fiir héchst fruchtbar beim Studium 
feinerer biologischer Vorgange zu halten. Allerdings haben wir uns 
immer wieder davon iiberzeugt, daB eine wirklich griindliche Kenntnis 
der Stoffwechseleigenschaften der benutzten Gewebe und ihre Beriick- 
sichtigung vorauszusetzen ist. Eine Bedingung, die bei fast allen An- 
wendungen der Barcroft-Warburg-Methode wirklich nicht erfiillt ist. 

Die von uns beniitzte, etwas modifizierte Versuchsanordnung er- 
gibt sich mit geniigender Klarheit aus unsern friiheren Arbeiten (3). 
Der manometrisch meBbare Stoffwechsel wurde mit der sogenannten 
, indirekten** Methode [Warburg (4)], bestimmt, mit der die Messung 
der O5-Aufnahme und Gesamt-C O,-Abgabe gleichzeitig méglich ist. Die 
Ablesung der Manometer erfolgte in Abstaénden von 10 bis 20 Minuten. 
Die errechneten Stoffwechselwerte wurden in ein Koordinatensystem 
eingetragen und so eine Kurve des Stoffwechselablaufs nach der Zeit 
aufgenommen. 

Besondere Bedeutung fiir die vorliegenden Untersuchungen hat die 
Herstellung médglichst feiner Schnitte, weil hier nicht allein die Diffusion 
von Gasen, sondern auch von Elektrolyten und gelésten Teilchen, die ja 
schlechter diffundieren, in Betracht mi ziehen ist!. Diese Frage ist von 
Leuthardt (5) vor kurzem genauer untersucht worden. Unter ,,femen” 

1 Aus dem gleichen Grunde erhéhten wir auch die Schiittelgeschwindig- 
keit auf 104 Exkursionen Minute. 
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Schnitten verstehen wir solche mit einer Schnittdicke von weniger als 200 u 
Die Herstellung so feiner Schnitte, vor allem aus der Speicheldriise, ist nicht 
ganz einfach. Es ist notwendig, mit besonders gescharften, einseitig plan 
geschliffenen Rasiermessern zu arbeiten. Ferner hat es sich als zweckmaBig 
erwiesen, die Versuchstiere ohne Narkose durch Nackenschlag zu téten, und 
zwar kurz nach einer Nahrungsaufnahme. Die bei der Herstellung de: 
Schnitte benutzte physiologische Lésung darf nicht zu alkalisch (px 7.0 
his 7,4) sein. Die gewonnenen Schnitte wurden vor Ubertragung in die 
VersuchsgefaiBe sorgfaltig gespiilt. Als VersuchsgefaBe dienten sogenannte 
.,.Kastchen** mit einer oder zwei angesetzten ,,Birnen", aus denen wihrend 
des Versuchs Substanzen eingekippt werden konnten. Suspensionsfliissigkeit 
fiir die zu untersuchenden Gewebsschnitte war eine Ringer-Locke-Lésung, 
die sich aus 96 Teilen einer 0,155 mol. NaCl-Lésung, je 2 Teilen einer 
0.155 mol. KCIl- bzw. einer 0,11 mol. CaCl,-Lésung und 20 Teilen einer 
0,155 mol. NaH CQ,-Lésung zusammensetzte. Wenn nicht anders vermerkt 
ist, enthielt die Lésung 200 mg-°, Glykose. Der Gasraum enthielt 95°, O, 
und 5°, CO,. Das px der Lésung betrug unter den Versuchsbedingungen 7,4 
(gemessen und berechnet). 

Die Versuche wurden vornehmlich an Gewebsschnitten der Speichel- 
driise (Glandula submaxillaris) der Katze oder des Hundes vorgenommen, 
deren Stoffwechsel unter den verschiedensten Bedingungen uns gut be- 
kannt ist. Die besondere Eignung dieser Gewebsart ergibt sich aus der 
Méglichkeit, die Untersuchungen sowohl am ,,ruhenden’* Gewebe durch- 
zufiihren, als auch zu beliebiger Zeit durch Zusatz des physiologischen 
Erregungsstoffs fiir die Speicheldrtise, nimlich des Acetylcholins, Fr- 
regungen auszulésen. Damit war der Zustand des Gewebes in jedem 
Augenblick der vorgenommenen Untersuchungen befriedigend defi- 
niert. Die Verhaltnisse sind also weit iibersichtlicher, als z. B. am 
Froschherzen, das oft Gegenstand fiir solche Untersuchungen gewesen 
ist: denn am Froschherzen wechseln stindig Erregungsvorgange mit 
Ruhephasen, bestehen zudem sympathische und parasympathische Im- 
pulse unkontrollierten Umfangs nebeneinander, so da®B niemals ein- 
deutige Grundbedingungen gegeben sind. 

Die Méglichkeit, an Speicheldriisenschnitten durch Zusatz von 
Acetylcholin eine ,,Erregung’ auszulésen, gibt uns zudem ein ausge- 


zeichnetes Mittel in die Hand, einmal jederzeit eine Kontrolle dariiber 


vorzunehmen, ob das Gewebe tatsachlich lebt und funktionsfahig ist. 
und zum anderen die Bedingungen zu untersuchen, die fiir das Erhalten- 
bleiben der Erregbarkeit und die Erholung des Gewebes erfiillt sein 
miissen. Uber die Bedeutung der Glykose in dieser Hinsicht haben wir 
bereits ausfiihrlich berichtet (7). Bei den vorliegenden Versuchen gingen 
wir methodisch ahnlich vor, indem wir die Wirkung des Kaliummangels 
und des Zusatzes von Kalium untersuchten. 


1. Bedeutung des Kaliums fiir den .,.Ruhestoffwechsel*. 


Unter den Grundbedingungen des Stoffwechselversuchs nach War 
hurg haben Speicheldriisenschnitte einen gleichmaBigen Sauerstoff 


26* 
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verbrauch von 4 bis 8 cmm fiir 1 mg Trockensubstanz! und Stunde 
(Qo, = 4 bis 8) bei einem respiratorischen Quotienten von etwa 6.9. 
das ist also ein reiner Atmungsstoffwechsel. Wir haben zunichst die 
Frage untersucht, ob das Vorhandensein von Kaliumionen fiir den 
Ablauf des Ruhestoffwechsels notwendig ist, ob also Kalium fiir das 
Leben gebraucht wird. 

Speicheldriisenschnitte wurden nach mehrfachem griindlichen Ab- 
spiilen in einer kaliwmfreien Ringerlésung untersucht. Der Stoffwechse! 
verlief auch unter diesen unphysiologischen Bedingungen nicht nur 
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Abb. 1. Gasstoffwechsel von Speicheldriisenschnitten in einer Ringerlésung ohne Kalium. Zusatz 

von Kalium senkt den unter diesen Bedingungen erhéhten (Kurve 1) bzw. steigert den bereits ge- 

sunkenen Stoffwechsel (Kurve 2) (ausgezogene Linie Sauerstoffverbrauch, gestrichelte Linic 
Gesamt-CQ,). 


recht gleichmabig weiter, sondern lag meist sogar betrachtlich hdher, 
als bei Vornahme der gleichen Untersuchung in kaliuwmhaltiger Ringer- 
losung (Abb. 1). Kaliwm ist also allem Anschein nach fiir den Ablau} 
des Ruhestoffwechsels nicht erforderlich. Wurde nach einiger Zeit aus 
einer Anhangsbirne so viel Kalium zugefiigt, wie dem normalen Kalium- 
gehalt entspricht, so sank der Stoffwechsel auf die oben bezeichneter 
..normalen** Werte (Abb. 1). Unter diesen Bedingungen senkt also 
Kalium den Stoffwechsel. Dies Ergebnis deckt sich mit den Beob- 
achtungen von Pirson \6) an Zellen von Chlorella. Auch in seinen Ver- 
suchen war die Atmung bei Kaliummangel gesteigert, Kaliumzusatz 
setzte sie herab. Wir werden auf diese wichtige Arbeit noch mehrfach 
zuriickkommen, weil aus ihr hervorgeht, daB& Pflanzenzellen sich in 
vieler Hinsicht gegeniiber Kaliummangel bzw. Zugabe bemerkenswert 
gleichsinnig verhalten, wie die von uns untersuchten Warmbliiterzellen 
oder Gewebe. 


' Die Gewebsschnitte wurden stets gleichmaéBig 3 Stunden lang im 
Thermostaten bei 90° und anschlieBend 3 Stunden im Exsikkator getrocknet. 
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Wurde der Stoffwechselablauf in kaliumfreier! Ringerlésung tiber 
lingere Zeit verfolgt, so sank er meist nach einigen Stunden auf sub- 
normale Werte ab. Jetzt bewirkte Zusatz der physiologischen Menge 
Kalium in vielen Fallen sogar eine Stoffwechselsteiyerung (Abb. 1). Es 
ergibt sich also, daB der Zusatz von ein und derselben Substanz, nam- 
lich von Kalium, sowohl eine Stoffwechselsteigerung bewirken kann. 
wie eine Herabsetzung. Welche Wirkung eintritt, hangt vom Zustand 
des untersuchten Gewebes ab. Es wird stets der unphysiologische 
Stoffwechsel auf die physiologische Hohe zuriickgefiihrt. Die Verhalt- 
nisse liegen hier demnach auffallig ahnlich, wie wir sie bei unseren Unter- 
suchungen tiber die Bedeutung des Zuckers in der Ringerlésung beob- 
achtet haben (7). Auch in zuckerfreier Losung lag der Stoffwechsel der 
Speicheldriise oft sogar betrachtlich héher als in zuckerhaltiger und 
sank erst nach Stunden auf niedrigere Werte ab. In der Phase des 
erhéhten Stoffwechsels wirkte Zuckerzusatz auf die Atmung senkend., 
in der Phase des herabgesetzten Stoffwechsels dagegen steigernd. So 
hat es fast den Anschein, als ob dies ahnliche Verhalten ein Ausdruck 
enger Beziehungen zwischen Kalium und dem Kohlenhydratstoffwechsel ist. 
Die Aufklirung dieser Beziehungen ist ein wesentlicher Gegenstand 
unserer Untersuchungen. 

Das Gewebe wird durch das Fehlen von Kalium keineswegs schwer 
veschadigt, denn auch nach vielen Stunden zeigte es vor allem nach 
Wiederherstellung des normalen Kaliumgehalts in der Ringerlésung 
auf Zusatz von Acetylcholin dieselbe charakteristische Stoffwechsel- 
reaktion, wie ein frisches Gewebe (Abb. 4, S. 401). Kaliwm ist also 
fiir die Erhaltung des Lebens offenkundig nicht erforderlich. 


2. Bedeutung des Kaliums fiir den Erregungsstoffwechsel. 
a) Erregungsstoffwechsel in normaler Ringerlisung. 

Wird in die mit Speicheldriisenschnitten beschickten Versuclis- 
vefie Acetylcholin (10-6 bis 3 - 10-8) zugegeben, also die Substanz, die 
physiologisch die Erregung der Speicheldriise bewirkt, so zeigt der 
Gewebsstoffwechsel eine charakteristische Reaktion, die sich stets 
reproduzieren lie® und die wir (8) in Ubereinstimmung mit Deutsch 
und Raper (9) an anderer Stelle ausfithrlich beschrieben haben: Der 
Atmungsstoffwechsel steigt sofort meist um mehr als 100°, an und 
gleichzeitig beginnt eine kraftige Bildung , iibersc hiissiger’* Sdure (s. Abb. 2). 
d.h. wahrend bei einem reinen Atmungsstoffwechsel (,,Ruhe‘‘) der 

1 .Kaliumfrei gilt natiirlich nur mit Eimschrankung, da die seh 
kaliumreichen Zellen unter verschiedenen Bedingungen Kalium an die 
AuBenfliissigkeit abgeben kénnen (s. S. 408), diese dann also nicht melo 
kaliumfrei ist. ' 
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-.Respiratorische Quotient’’ im Héchstfall 1 betragen diirfte (rein: 
Kohlenhydratverbrennung), steigt nach Acetylcholinzusatz die meBbar: 
CO,-Bildung erheblich tiber den Wert des Sauerstoffverbrauchs hinaus 
Diese. ,tiberschiissige’’ CO,-Entwicklung ist darauf zuriickzufiihren 
daB jetzt neben den Verbrennungsprozessen auch ,,Spaltprozesse“ (als 
..Endprozesse’'), hier eine Glykogenolyse (7), aufgetreten sind, bei 
denen nichtfliichtige Sauren entstehen (,,fixe Sduren‘‘! nach Warburg). 
die aus der bicarbonathaltigen Ringerlésung zusitzlich CO, austreiben 
(.,Extrakohlensdure‘‘). Der Uberschu8 der Gesamt-CO.- Bildung iibe1 
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Abb. 2. In kaliumhaltiger Ringerlésung LiBt sich durch wiederholten Zusatz von Acetylcholin bei 

Speicheldriisengewebe der charakteristische Erregungsstoffwechsel stets wieder auslésen. Das 

Gewebe erholt sich sehr schnell wieder. (Erklirung wie zu Abb. 1. Der Uberschu® der Gesamt-C O 
Bildung iiber die O,-Aufnahme (aerobe Siurebildung) schraffiertes Feld.) 


den Sauerstoffverbrauch (in den Kurven schraffiertes Feld) kann 
also als Ma®B fiir die ,,aerobe Saurebildung*: dienen (Warburg). Im 
allgemeinen wird diese Saurebildung ohne weiteres als ,,aerobe Glykol yse°’ 
bezeichnet. Wir haben an anderer Stelle (7) mit ausfiihrlichen Be- 
legen darauf hingewiesen, daf}{ dies Verfahren nicht zuliassig ist, dab 
vielmehr die Saurebildung auf recht verschiedenartige Vorginge zu- 
riickzufiihren sein kann (z. B. Glykogenolyse und Glykolyse). 

Der ,,Erregungsstofiwechsel’ stellt also nicht eine einfache Stoff- 
wechselsteigerung dar, sondern ist auch qualitativ vom Ruhestoffwechsel 
verschieden. Im Erregungsstoffwechsel findet eine aerobe ,,Sdurebildung’ 
statt, die im  ,,Ruhestoffwechsel‘* normaler Speicheldriisenschnitte 
nicht auftritt. 

Im Ruhestoffwechsel erscheint bei Schnitten der Speicheldriise 
vielmehr nur das ,,fliichtige’’ CO, als Endprodukt des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels. Die vorliegende Arbeit wird weitere wichtige Argumente 
fiir das Bestehen qualitativer Unterschiede zwischen Ruhe- und Er- 
regungsstoffwechsel beibringen. 

! Wir lassen absichtlich die Frage offen, um welche Saéuren es sich 
dabei handelt; sicher ist es nicht allein Milchséure. 
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Die beschriebene Stoffwechselreaktion der Speicheldriisenschnitte 
nach Acetylcholinzusatz beginnt sofort und erreicht ihr meBbares 
Maximum in weniger als 10 Minuten. Nach weiteren 20 Minuten ist der 
Stoffwechsel wieder auf der normalen Hohe angelangt !, der Respira- 
torische Quotient liegt dann wieder unter |. Jetzt kann durch er- 
neuten Acetylcholinzusatz wieder ein ,,Erregungsstoffwechsel"’ aus- 
gelést werden (Abb. 2); das Gewebe hat sich also erholt. Durch diese 
..Acetylcholinprobe* liBt sich jederzeit ermitteln, ob das untersuchte 
Speicheldriisengewebe tatsachlich lebt und erregbar ist, und welche Be- 
dingungen fiir die Erregbarkeit und die Wiedererholung nach einer 
Erregung erfiillt sein miissen. Dies Kriterium haben wir beim Studium 
der Funktion des Kaliums in den verschiedensten Anordnungen an- 
gewendet. 

b) Erregungsstotfwechsel in kaliumfreier Ringerlésung. 

Hiernach untersuchten wir die Frage, ob die Ausldsung einer 
.,Erregung der oben beschriebenen Art auch médglich ist, wenn die 
Untersuchung in kaliumfreier Ringerldsung vorgenommen wird. Das 
Ergebnis geht aus der Abb. 3 und 4 gut hervor. Auf Zusatz von Acetyl- 
cholin tritt unter diesen Bedingungen zwar auch eine Stoffwechsel- 














Abb. 3. In Ringerlésung ohne Kalium lést Acetylcholinzusatz nur noch eine Atmungssteigerung aus, 

aber keine ,,Siurebildung*’. Eine wiederholte ,,Erregung® bleibt ohne Erfolg. Wird das fehlende 

Kalium erginzt, so hat Acetylcholin wieder eine charakteristische Stoffwechselreaktion wif ,,Sdéure- 
bildung’ zur Folge. 


1 Die Kurve erhebt sich allerdings (s. Abb. 2, 14 u. a.) unter normalen 


Bedingungen wieder zu einer charakteristischen flacheren, doch etwa 100% 
Steigerung erreichenden Nachschwankung, die etwa 60 Minuten anhalt. 
Die Kurve des Erregungsstoffwechsels bei der Speicheldriise zeigt also eine 
merkwiirdige Ahnlichkeit mit der bekannten Warmebildungskurve (Hill 
und Hartree) des erregten Muskels, wenn auch die Zeitverhaltnisse voll 
kommen verschieden sind. Uber die Bedeutung dieses doppelphasischen 
Ablaufs des Erregungsstoffwechsels bei der Speicheldriise vermégen wir 
noch nichts auszusagen. 
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steigerung auf, dagegen keine Bildung ,,fixer Sauren‘*!. Die Verhaltniss« 
liegen auch hier wieder ahnlich, wie bei den friither mitgeteilten Ver 
suchen (7) ttber die Bedeutung des Zuckers in der Ringerlésung. Aucl 
in zuckerfreier Ringerlésung verursachte Acetylcholin wohl noch einmal 
eine Stoffwechselsteigerung, aber keine ,,Saurebildung** (Glykogenolyse ) 
mehr. Es bestehen also auch hier Beziehungen zwischen dem Kohlen- 
hydratstoffwechsel und Kaliumstoffwechsel. Da bei Abwesenheit von 
Kalium in der Ringerlésung keine aerobe Saurebildung auftritt, scheint 
Kalium fiir die aerobe Saurebildung notwendig zu sein. DaB das Aus 
bleiben der Saurebildung nur auf das Fehlen von Kalium zu beziehen 
ist, zeigte der stets reproduzierbare weitere Befund, daB nach Zusatz 
von Kalium auf Acetvicholingabe wieder ,,fixe Saiuren’ gebildet wurden 
(Abb. 3), ebenso wie bei den Untersuchungen in zuckerfreier Loésung 
nach Zusatz von Zucker auch wieder eine Saurebildung bei der ,,Er- 
regung’ auftrat (7). Die enge Beziehung zwischen der Bedeutung des 
Kaliums und der der Glykose kommt in den weiteren Versuchen immer 
wieder zum Ausdruck. 


c) Erholung des Gewebes in kaliumfreier Ringerlésung. 

AnschlieBend beschaftigten wir uns mit der Frage der Wieder- 
erholung des Gewebes nach einer Erregung. In der normalen (also 
kaliumhaltigen) Ringerlésung laBt sich durch wiederholten Zusatz von 
Acetylcholin immer wieder die charakteristische Stoffwechselreaktion 
auslésen (s. Abb. 2). Wir untersuchten nun, ob auch bei Fehlen von 
Kalium nach Abklingen der ersten Acetylcholinwirkung ein erneuter 
Acetylcholinzusatz noch eine typische Reaktion auslésen kann, das Ge- 
webe also wieder erregbar geworden ist. Die Ergebnisse sind ganz 
eindeutig und im itibrigen durchaus reproduzierbar. In kaliumfreier 
Lésung wird nur der erste Acetylcholinzusatz mit der oben beschriebenen 
Atmungssteigerung beantwortet, jeder weitere bleibt ohne Erfolg 
(Abb. 3). Das Ausbleiben der Wiedererholung und der Verlust der Er- 
regbarkeit sind offenkundig nur auf den Mangel an Kalium zuriick- 
zufiihren, denn Zusatz von Kalium stellte in kurzer Zeit die normale 
Erregbarkeit einschlieBlich der Saurebildung stets vollstandig wieder 
her (Abb. 3), und zwar auch dann noch, wenn das Gewebe 24 Stunden 
ohne Kalium gelebt hat. Fiir den Grundstoffwechsel und das Leben der 
Speicheldriisenschnitte scheint demnach Kalium nicht erforderlich zu 
sein, wohl aber fiir den Hrregungsstoffwechsel und die Erholung. Auch 


' Betragt die Schnittdicke 400 u und mehr, so ist auch unter diesen 
Bedingungen noch eine kraftige Saurebildung nachweisbar. Dasselbe gilt 
aber auch fiir diinnere Schnitte, wenn sie nicht sofort nach der Herstellung 
in kaliumfreie Lésung iibertragen wurden, sondern zunachst in kaliumhaltige 
Lésung kamen (s. 8. 408). 
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hierin geben sich also qualitative Unterschiede zwischen den genannten 
Stoffwechseltvpen zu erkennen. Diese Frage, die fiir die Beurteilung 
der sogenannten ,,physiologischen Lésungen’* von erheblicher Be- 
deutung zu sein scheint, beschaftigt uns zur Zeit. Uber sie wird spater 
berichtet werden. 

Das Ergebnis, daB bei Fehlen von Kalium eine Wiedererholung 
nicht auftritt, sondern da} das Speicheldriisengewebe seine Erregbarkeit 
nach einer einmaligen Erregung verliert, zeigt wiederum eine klare 
Ubereinstimmung mit dem friiher mitgeteilten Resultat von Versuchen 
gleicher Art in zuckerfreier Losung (7). Auch da hatte der erste Acety!- 
cholinzusatz noch eine Stoffwechselsteigerung zur Folge, der zweite 
dagegen schon nicht mehr; nach Zuckerzugabe hatte dann Acetylcholin 
wieder die charakteristische Wirkung. Dies Verhalten fiihrten wir darauf 
zuriick, daB das Gewebe noch das fiir einen einmaligen Erregungs- 
vorgang notwendige Kohlenhydrat enthie!lt und daB dies bei der Fr- 
regung, nicht aber im Ruhestoffwechsel verbraucht wurde (10). Abnlich 
scheinen die Verhaltnisse bei den Versuchen in kaliumfreier Lésung zu 
liegen. An sich ist das Vorhandensein von Kalium nach unseren Unter- 
suchungen fiir den Erregungsvorgang notwendig. Die Auslésbarkeit 
einer einmaligen Erregung in kaliumfreier Lésung mu® dann daraut 
bezogen werden, daf das Gewebe trotz griindlichen Auswaschens noch 
disponibles Kalium enthielt und daB dieses Kalium erst beim Erregungs- 
vorgang ,,verbraucht*’ wurde, also vielleicht auswanderte, denn die 
Wiederherstellung der Erregbarkeit gelang stets durch alleinigen Zusatz 
von Kalium. 

d) Nichtauswaschbarkeit des zelleigenen Kaliums. 

Durch fortgesetztes und griindliches Spiilen in kaliumfreier Lésung 
war das zelleigene Kalium nach den bisherigen Ergebnissen nicht aus- 
waschbar. Danach war die Frage zu klaren, ob das zelleigene Kalium 
nicht auch im Ruhestoffwechsel, wenn auch vielleicht langsamer als bei 
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Abb.4. Gasstoffwechsel von Speicheldriisenschnitten in Ringerlésung ohne Kalium. Trotz Fehlens 
von Kalium bleibt die einmalige Erregbarkeit fiber viele Stunden erhalten 








oF 














402 N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken: 


der Erregung auswandert. Es diirfte dann nach griindlichem Av- 
waschen der Speicheldriisenschnitte und langerem Stoffwechselablaw; 
in kaliumfreier Lésung die einmalige ,,Erregung** nicht mehr auslésbar 
sein. Das ist aber nicht der Fall, wie aus der Abb. 4 gut hervorgelh: 
Vielmehr lieB sich die einmalige Erregung durch Acetylcholin a: 
Speicheldriisenschnitten, die haufig und griindlich in kaliumfreier Ringe: 
losung gewaschen waren und anschlieBend 5 Stunden lang bei 37.5" 
in ebenfalls kaliumfreier Ringerlésung geschiittelt waren, noch genai 
so auslésen wie an frisch (s. Abb. 3) in diese Lésung eingebrachten 
Schnitten. Stundenlanges Spiilen in kaliumfreier Lésung dndert also «ii 
Krregbarkeit nicht: eine einmalige kurze Errequng hebt sie dagegen sofort 
und vollkommen auf. 


3. Verkniipfung des Kaliums mit dem Kohlenhydratstoffwechsel. 


Nach den bisherigen Ergebnissen ist der Ablauf des E’rregungssto ff. 
wechsels notwendig an das Vorhandensein von Kalium gebunden, der 
Ablauf des Ruhestoffwechsels dagegen nicht. Die Funktion des Kaliums 
muB also mit solchen Stoffwechselvorgangen ursaéchlich verkniipft sein, 
die bei der Erregung gegeben sind, in der Ruhe aber fehlen. Ein solcher 
Vorgang ist nach unseren Versuchen die Bildung fixer Sduren. Die 
Annahme enger Beziehungen zwischen dieser Saurebildung und der 
Notwendigkeit von Kalium bei der Erregung wird durch unsere Beob- 
achtung bestatigt, daB die Saurebildung bei Abwesenheit von Kalium 
nicht auftrat und daB sie durch Zugabe von Kalium am gleichen Gewebe 
wieder erméglicht wurde. Die Bedeutung des Kaliums ware demnachi 
auch nicht nur fiir den Erregungsstoffwechsel anzunehmen, sondern 
miiBte bei allen Geweben und unter allen den Umstanden nachweisbar 
sein, unter denen auf die gleiche Weise ,,fixe Sauren‘* im Stoffwechse! 
entstehen, wie im Erregungsstoffwechsel. Damit ergab sich die Not- 
wendigkeit, Versuche dariiber anzustellen, wie sich Speicheldriisen- 
schnitte und andere Gewebe gegentiber dem Kaliummangel verhalten. 
wenn auf eine andere Weise die Bildung ,,fixer Sauren‘' ausgelést wurde 


In friiheren Arbeiten (3) haben wir gezeigt, daB schddigende Ein- 
griffe verschiedener Art ebenfalls eine .,aerobe Saurebildung® auslésen 
koénnen. Die Gewebe miiBten also auch unter diesen Umstanden Kalium 
verlieren bzw. zur Wiedererholung gebrauchen. Aus der Literatur ist 
bekannt (11), daB nach einer ,,Schadigung*: oder bei .,kranken* Ge 
weben (,,Entziindung*') tatsachlich ebenso ein Kaliumverlust auftritt. 
wie nach einer Erregung oder bei der Ermiidung. Es ware also der Nach- 
weis zu fiihren, da zwischen dieser bereits bekannten Kaliumauswan 
derung und der Bildung ,,fixer Sauren** auch unter diesen Bedingungen 
ein enger Zusammenhang besteht. 
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a) Ubereinstimmung zwischen ,,Errequngs’*- und ..Schdidiqungs’- 
Stoffwechsel. 


Speicheldriisenschnitte reagieren auf schddigende Kingriffe mit 
einer charakteristischen Stoffwechselanderung, die wir bei den ver- 
schiedensten Gewebsarten nach den verschiedenartigsten  ,,Schadi- 
gungen* auftreten sahen (3), namlich einer Stoffwechselsteigerung und 
aeroben Sdurebildung, also derselben Stoffwechselinderung, wie sie 
nach einer ,,physiologischen Erregung* auftritt. Dafiir geben die 
Kurven 5 und 13, die die Wirkung eines Sublimat- bzw. Veratrin- 
zusatzes zu Speicheldriisen- 





schnitten zeigen, ein besonders = * 
klares Beispiel!. Mit dieser 
bemerkenswerten — Uberein- 


stimmung der Reaktion eines 
Gewebes auf einen physio- 
logischen (Erregung) und auf 
einen unphysiologischen Reiz 
(Schadigung) haben wir uns 
an anderer Stelle beschaf- 4 
tigt (8). Der Nachweis, daB | 
auch die durch eine ,,Schidi- 
gung‘ ausgeléste Bildung 
fixer Sauren** mit dem Kali- 
umstoffwechsel verkniipft ist, 
wiirde zugleich ein weiteres 
Argument dafiir sein, dah 
zwischen der Wirkung einer 
Schadigung und der einer Fr- 
regung auf Gewebe und Zellen 








enge Beziehungen  bestehen Abb.5. Reaktion des Gasstoffwechsels von Speichel- 
. driisengewebe auf Zusatz von Sublimat (normale 
und unsere Auffassung stiitzen, Ringerlisung). 


daB die Zelle einen ausreichen- 

den Reiz stets mit der ihr gemaBen Reaktion beantwortet, ganz 
gleichgiiltig, ob dieser Reiz nun physiologisch war oder nicht, und dal 
auch die auf den Reiz hin erfolgten Anderungen des physikalisch- 
chemischen Zustandes der Zelle und ihres grundlegenden energetischen 
Stoffwechsels, wenigstens qualitativ immer dieselben sind, also durchaus 
nicht spezifisch fiir die Art des angewendeten Reizes. Die natiirliche 
und kiinstliche Entwicklungserregung des Seeigeleies war auch fiir uns 
das erste Beispiel dafiir (12). 


1 Beide Wirkungen, die wir hier einfach als ,,Schadigungen* bezeichnen, 
bergen jedoch noch interessante pharmakologische Probleme. 
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b) Versuche an geschadigtem Speicheldriisengewebe. 

Wir haben zunachst untersucht, ob die (meBbare) Siurebildung i: 
Schadigungsstoffwechsel ebenso ausbleibt, wenn Kalium in der Ringe: 
losung fehlt, wie dies im Erregungsstoffwechsel der Fall war. Das trifft 
zu, wie aus der Kurve 13 hervorgeht. 

Wirkt eine Schadigung so auf das Gewebe ein, daf}§ ihm eine An 
passung moglich ist, so tritt eine langanhaltende Bildung fixer Saurer 
auf, die erst im Verlauf von Stunden oder wahrend eines Versuchs 
gar nicht wieder verschwindet. Das ist z. B. bei Speicheldriisengewel 
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Abb. 6. Gasstoffwechsel von Gewebsschnitten einer Speicheldriise, die drei Tage auf Eis gelegen hat 


Ringerldsung ohne Kalium. Auf Zusatz von Kalium aerobe .,Saéurebildung’. 


der Fall, das etwa 3 Tage auf Eis aufbewahrt war. Wir stellten Schnitte 
von einer solchen Driise her und verglichen den Stoffwechsel in kalium- 
freier und kaliumhaltiger Lésung. Bei Abwesenheit von Kalium ist fast 
gar keine Bildung fixer Sauren nachweisbar:; auf Zusatz von Kalium 
setzt sie sofort ein (Abb. 6). In kaliumhaltiger Lésung ist sie von Anfang 
an kraftig. Hier besteht also ebenfalls eine ursichliche Verkniipfung 
von Saurebildung und dem Vorhandensein von Kalium, in ahnlicher 
Weise, wie dies bei den Versuchen mit Acetylcholin (physiologischer 
Xeiz) oder Veratrin (unphysiologischer Reiz) der Fall war. 


c) Versuche an anderen Geweben. 

Nach Angaben von Lasnitzki (13) soll auch die ,,echte’’ Glykolyse 
des Krebsgewebes durch Kaliummangel gehemmt werden, also vom 
Kaliumgehalt abhangig sein. Dies Ergebnis konnten wir nicht ganz be- 
statigen. In einigen Fillen war die Saurebildung bei Abwesenheit von 
Kalium zwar etwas geringer, ebenso haufig fanden wir aber keine Ab 
weichung, die tiber die Fehlerbreite hinausging. Die Hemmung war nie- 
mals etwa eine absolute. Auch nach den Protokollen von Lasnitzki betragt 
sie beim Jensen-Sarkom im Mittel nur etwa 25°,, obwohl nicht nur 
Kalium, sondern auch Calcium in der Lésung fehlte. DemgemaB sahen 
wir auch nach Zusatz von Kalium im allgemeinen keine Steigerung der 
Glykolvse. Am Hodengewebe gelang es uns ebenfalls nicht, in kalium- 
freier Ringerlésung durch Kaliumzusatz eine Steigerung der Saurebildung 
zu erzielen. Die Saurebildung ist bei diesen Geweben jedoch auf ganz 
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andere Vorgange zuriickzufiihren, wie bei den bisher behandelten Ge- 
weben (7). Ob das abweichende Verhalten dieser Gewebe darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB die Saurebildung hier auf einer Spaltung des Zuckers 
in der Ringerlésung (also auBerhalb der Zelle) beruht, und nicht auf 
einer Spaltung zelleigenen Kohlenhydrats (Glykogenolyse), oder ob 

worauf uns einige experimentelle Ergebnisse hinweisen — die Npalt- 
prozesse trotz Fehlen von Kalium in der Zelle stattfinden kénnen, weil 

vielleicht auf Grund betrachtlicher Permeabilitatsinderungen 
nun auch das Natrium das Kalium ersetzen kann, das soll hier nicht ent- 
schieden sein. Die Verkniipfung zwischen dem Kaliumbedarf und der 
Bildung ,,fixer Sauren* gilt also nicht unbedingt und fiir alle Faille, 
sondern nur fiir bestimmte Verhaltnisse, die allerdings biologisch die 
yréBere Rolle zu spielen scheinen. Fiir die experimentelle Behandlung 
solcher Fragen mit Gewebsstoffwechselversuchen ist darum die griind- 
liche Kenntnis der Eigenart des zu untersuchenden Gewebes eine not- 
wendige Voraussetzung. 


d) Die besondere Bedeutung des Kaliums fiir glykogenreiche Gewebe. 
Nach den bisherigen Ergebnissen kann als erwiesen gelten, dal} das 
Kalium fiir die Bildung fixer Sauren von der Zelle gebraucht wird, 
Da diese ,,fixen Sauren*’ besonders bei der Kohlenhydratspaltung ge- 
bildet werden, miibte erweisbar sein, da} jene Gewebe den starksten 
Kaliumbedarf haben, die fixe Sauren bilden und besonders reich an 
spaltbarem Kohlenhydrat (Glykogen) sind. Die bisher untersuchte 
Speicheldriise enthilt nur wenig Glykogen. Wir haben gezeigt (7), wie 
schnell gerade hier die Spaltprozesse aufhéren, wenn die Ringerlésung 
keinen Zucker enthalt und daher eine Neubildung von Glykogen un- 
méglich ist. Speicheldriisen iiberleben demgemaB auch in kaliumfreier 
Losung gut. Glykogenreiche Gewebe miiBten sich unter solchen Be- 
dingungen anders verhalten. Wir haben deshalb entsprechende Ver- 
suche an Gewebsschnitten der glykogenreichen Leher angestellt. 

In fritheren Untersuchungen (3) hatten wir festgestellt, da Leber- 
schnitte z. B. von der Ratte im Stoffwechselversuch eine Zeitlang eine 
aerobe Sdurebildung (Glykogenolyse) zeigen (Abb. 7, Kurve 3), die wir 
in ursichlichen Zusammenhang mit der Schddigung des Gewebes durch 
Herausnahme aus dem Kreislauf und durch die Herstellung der Schnitte 
bringen konnten. Nach etwa 60 bis 120 Minuten hért die Saurebildung 
jedoch wieder auf, die Schnitte stellen sich wieder auf einen reinen 
Atmungsstoffwechsel ein (,,Ruhestoffwechsel). Wenn unsere Uber- 
legungen richtig sind, miiBten die Leberschnitte in der kritischen Zeit 
nach dem Versuchsbeginn, in der fixe Saéuren gebildet werden, auch 
Kalium benétigen, in kaliumfreier Lésung also schwer geschidigt 


werden. Nach Ablauf der kritischen Zeit und Normalisierung des Stoff- 
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wechsels diirfte das Vorhandensein von Kalium dagegen nicht mel 
notwendig sein. Das lieB sich mit aller Klarheit nachweisen. 

Aus Rattenleber wurden sehr feine Schnitte hergestellt und _ j; 
kaliumfreier Ringerlésung ! untersucht. Der sonst gleichmaBige Stoff 
wechsel sank unter diesen Umstanden steil und oft bis auf den Nullwer 
ab (Abb. 7, Kurve 1). Das lieB sich stets reproduzieren. Lebergewe!, 
wird durch Kaliummangel also offenkundig schwer geschadigt, im Gegensat 
zum Speicheldriisengewebe, das unter diesen Bedingungen gut tiber 
lebte. Dieser Unterschied war nach unserer Arbeitshypothese zu forderi) 
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Abb. 7. Der Gasstoffwechsel von Gewebsschnitten der Rattenleber sinkt in kaliumfreier Ring 
lOsung steil ab. Kaliumzusatz bringt den Stoffwechsel wieder in Gang und lost eine kriiftige .,Saure 
bildung’* aus (Kurve 1). Wurde die Glykogenolyse gleich zu Beginn des Versuchs durch Oxalat 
vergiftet (Kurve 2), so bleibt der Stoffwechsel auch in kaliumfreier Lésung auf der normalen Holi 
[Das Wiederauftreten der Siurebildung im Oxalatversuch (Kurve 2) nach 40 Minuten erkliirt sic! 
wohl daraus, da®B das Oxalat durch Ausfillung mit dem Calcium der Ringerlésung allmihlich ent- 
giftet wird, die Wirkung also zeitlich begrenzt ist.] Kurve 3 zeigt den Stoffwechselablaut v« 
Leberschnitten in normaler, also kKaliumhaltiger Ringerlésung. Kraftige, aber allmihlich versehwii 
dende Bildung ,,fixer Séiuren* 


weil Speicheldriisengewebe nicht nur glykogenarm ist, sondern unte1 
diesen Bedingungen tiberhaupt keine aerobe Saurebildung zeigt, also 
auch kein Kalium braucht, im Gegensatz zur glykogenreichen Leber, di 
in betrachtlichem Umfang ,,fixe Sauren*: bildet. Da®B nur das Fehler 
von Kalium fiir das Absinken des Stoffwechsels verantwortlich zu 
machen ist, ergibt sich aus dem Nachweis, da} der Stoffwechsel aut 
Zusatz von Kalium sofort wieder ansteigt und gleichmaBig bleibt, dali 
das Gewebe sich also wieder erholt (Abb. 7, Kurve 1). Die besonder 
Bedeutung des Kaliums fiir die Saurebildung gibt sich dabei darin zu 


' Wir nahmen diese Versuche in zuckerfreier Ringerlé6sung vor, un 
eine zusaitzliche Saéurebildung durch Zuckerspaltung auszuschalten.  Fii! 
den Stoffwechsel kénnen hier also nur zelleigene Stoffe verbraucht werden 
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erkennen, da nach dem Kaliumzusatz auch eine gesteigerte Saure- 
hildung stattfindet (Abb. 7, Kurve 1). 

Die Ermoéglichung einer Erholung des Gewebes durch Zusatz von 
Kalium hat indessen zur Voraussetzung, daf dieser innerhalb einer be- 
stimmten Zeit erfolgt, die etwa 2 Stunden betragt. Nach dieser Zeit 
erholt sich der Stoffwechsel auch auf Kaliumzusatz nicht mehr. Diese 
Beobachtung zeigt deutlich, dafZ das Absinken des Stoffwechsels bei 
den Leberschnitten in kaliumfreier Lésung tatsachlich der Ausdruck 
einer schweren Schadigung war. 

Wie oben ausgefiihrt, ist das Auftreten einer aeroben Saurebildung 
bei Leberschnitten nur eine voriibergehende Erscheinung, d.h. nach 
etwa 1 Stunde hoért sie auf und macht einem reinen Atmungsstoffwechsel 
Platz. Nach Ablauf dieses ,,Schadigungsstoffwechsels**, also waihrend 
des ,,Ruhestoffwechsels** diirfte die auf Kaliummangel so empfindliche 
Leber demnach kein Kalium mehr brauchen. Auch das lieB sich ex- 
perimentell erweisen. 

In dieser Versuchsanordnung wurden die Leberschnitte fiir die Zeit 
der mutmaBlichen Dauer der Saurebildung in kaliumhaltiger Lésung 
suspendiert. Erst dann wurden sie nach sehr sorgfaltigem Auswaschen 
in kaliumfreie Ringerlésung iibertragen und hier untersucht. Der Stoff- 
wechsel blieb dann auch trotz Fehlens von Kalium gleichmabig und 
sank nicht ab. Fiir den .,Ruhestoffwechsel’ der Leber ist also Kalium 
ebensowenig erforderlich, wie fiir den Ruhestoffwechsel der Speichel- 
driise. Das war zu erwarten, weil beide Gewebe in der ,,Ruhe* auch 
keine ,,fixen’’ Sauren bilden. Die Annahme, da tatsachlich die Saure- 
bildung die entscheidende Ursache fiir das Zugrundegehen des Ge- 
webes in kaliumfreier Lésung (siehe oben) war, konnte dadurch noch 
erhartet werden, dal} Leberschnitte trotz sofortiger Abspiilung und 
Untersuchung in kaliumfreier Lésung nicht zugrunde gingen, wenn die 
Glivkogenolyse, also die Saéurebildung durch Oxalat vorher vergiftet 
war (Abb. 7, Kurve 2). Diese Versuche zeigen den engen Zusammen- 
hang zwischen Kalium und Saurebildung besonders deutlich. 


¢) Zur Auswanderung des Kaliums. 

Bei der genauen Durchsicht unserer Versuchsprotokolle fiel uns 
in jenen Versuchen, in denen das Lebergewebe im Kaliummangel 
zugrunde ging, stets eine Erscheinung auf, die wir wegen ihrer Bedeutung 
sowohl fiir das behandelte Problem als auch fiir methodische Uber- 
legungen nicht unerwahnt sein lassen wollen. 

Die sogenannte ,,indirekte’’ Methode nach Warburg, die eine gleich - 
zeitige Bestimmung der O,-Aufnahme und CQO.,-Abgabe ermdéglicht. 
beruht auf der verschiedenen Léslichkeit beider Gase in wasserigen 
Fliissigkeiten. Aus der Differenz der Druckanderung in zwei getrennt 
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untersuchten GefaBben, die zwar mit derselben Gewebsmenge beschick; 
sind, von denen das eine GefaB aber wenig Fliissigkeit und viel Gas ent 
halt, das andere viel Fliissigkeit und wenig Gas, wird sowohl die Saue1 
stoffaufnahme wie auch die Kohlensaéureabgabe berechnet (4). Nun 
fiel uns auf, daB& bei Untersuchungen in kaliumfreier Loésung das 
Gewebe stets in dem GefiB zuerst zugrunde ging oder am_ starkste) 
veschadigt wurde, das viel Fliissigkeit enthielt, wahrend das Gewehe 
im GefaiB mit wenig Fliissigkeit sich haufig wieder erholte. Eine 
Berechnung des Stoffwechsels war unter diesen Umstanden natiirlic) 
unmoéglich, weil das gleiche Verhalten der beiden Ansatze Voraus 
setzung fiir die indirekte Methode ist. Die Werte wurden. ,,irreell’ 
Da danach offenkundig die ,,Verdiinnung’ eine Rolle spielte, lay 
der Gedanke nahe, daB Kalium aus dem Gewebe in die Ringerlésuny 
ausgewandert sei und im GefiB mit wenig Fliissigkeit naturgemaB eine 
hdohere Konzentration erreicht habe als in dem Gefab, das viel Lésung 
enthielt, und zwar eine um so viel héhere Konzentration, wie es dem 
Verhaltnis der Fliissigkeitsmengen entspricht. Das ist aber 1:3. Ein 
solcher Unterschied kénnte das verschiedene Verhalten in beiden An 
sitzen durchauserklaren. Imersten GefiB hatte die Kaliumkonzentration 
also fiir die Wiedererholung ausgereicht, im zweiten Fall dagegen nicht. 
Fiir diese Auffassung spricht die weitere Beobachtung, dab das Gewebe 
in beiden GefaBen nicht zugrunde ging, wenn wir fiir die Untersuchung 
viel Gewebe verwendeten, also auch viel Kalium auswandern konnte 
Dicke Schnitte iiber 200 v. gingen ebenfalls nicht zugrunde, und zwar auch 
bei Verwendung geringerer Gewebsmengen in viel Suspensionsfliissigkeit 
nicht, wohl deshalb nicht, weil hier das Kalium nicht ungehindert hinaus- 
diffundieren kann, sondern in den Intercellularriumen bleibt. 


/) Bestimmung der fiir die Erregung und Erholung notwendigen geringsten 
Kaliwmkonzentration. 

Um dariiber Klarheit zu gewinnen, wieviel Kalium fiir die Erholung 
des Gewebes oder fiir eine Erregung notwendig ist, also im geschilderten 
Versuch ausgewandert sein miiBte, haben wir entsprechende Versuche 
angestellt. Wir benutzten dafiir wieder NSpeicheldriisenschnitte und 
priiften die Auslésbarkeit einer wiederholten .,.Erregung* durch Acety!- 
cholin- oder Physostigminwirkung in verschiedenen Ringerlésungen mit 
fallendem Kaliumgehalt. Diese Versuche wiirden zeigen, bei welcher 
Kaliumkonzentration unterhalb des normalen Gehalts gerade noch eine 
einwandfreie Erholung méglich ist. Es zeigte sich dabei, daB eine 
recht geringe Konzentration von Kalium, namlich nur etwa 2°, des 
normalen Gehalts (0,24 mg°®,) noch ausreicht, um die Verhaltnisse 
deutlich giinstiger zu gestalten, als sie in kaliumfreier Ringerlésung 
sind. Bei 10°, des normalen Gehalts (1 mg®,) ist schon kein grund 
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sitzlicher Unterschied gegen den Kurvenverlauf in normaler Ringer- 
jésung mehr zu erkennen: es bestehen nur noch quantitative Ab- 
weichungen (Abb. 8). Auch mit Physostigmin lieB sich bei einem 
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Abb.8. An Speicheldriisenschnitten in Ringerlésung ohne Kalium lost der erste A etvlcholinzusatz 
nur noch eine Atmungssteigerung ohne Siurebildung aus, der zweite bleibt ohne Wirkung (Kurve 1) 
In einer Ringerlésung, die statt 10 mg-° Kalium (normal) nur 1 mg-°, Kalin enthalt, hat Acetyl- 
cholin zweimal hintereinander seine charakteristische Wirkung (Kurve 2) (v@l. Abb. 2, 8. 395) 
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0 60 0 180 240 Min 
Abb. 9. Wirkung einer bestimmten Dosis Physostigmin auf den Gasstoffwechsel von Speicheldriisen- 


schnitten in Ringerlésung mit normalem (Kurve 1) und auf etwa ein Zehntel verringertem Kalium- 
gehalt (Kurve 2), sowie in Ringerlésung ohne Kalinm (Kurve 3). 





Kaliumgehalt von 1,3 mg°, in der Ringerlésung noch eine kraftige, 
wenn auch verkiirzte Reaktion auslésen, wahrend in kalinmfreier Lésung 
keine Wirkung auftritt (Abb. 9). 
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Da also einerseits schon recht niedrige Kaliumkonzentrationen j), 
der Ringerlésung von betrachtlicher Bedeutung sein kénnen und an 
dererseits das Gewebe durchschnittlich wenigstens 20 mal soviel Kaliun 
enthalt wie die Ringerlésung, wiirde das Auswandern von 25°, des 
Kaliums aus 50mg Gewebe (Feuchtsubstanz 10mg Trocken 
substanz) in 2ccm kaliumfreie Ringerlésung (also unter unseren Ver- 
suchsbedingungen) ausreichen, um hier eine Kaliumkonzentration voi 
1.3 mg°®,, also einem Achtel des normalen Gehalts zu schaffen. Das 
geniigt aber fiir die Wiedererholung, wie oben gezeigt wurde. 


gy) Kalium und Glykogensynthese. 

Bei der engen Verkniipfung von Kaliumaustausch und Kohlen 
hydratstoffwechsel und der Ahnlichkeit, die zwischen der Wirkung des 
Kaliummangels und des Fehlens von Glykose nach den eingangs ge 
schilderten Ergebnissen besteht, ware an die Méglichkeit (14) zu denken. 
da Kalium fiir den Aufbau von Glykogen aus Glykose notwendig ist. 
Das scheint aber nicht der Fall zu sein, wie sich aus der folgenden Ver 
suchsanordnung ergibt. 

Speicheldriisengewebe wurde zunichst durch Acetylcholinzusatz in 
kalium- und zuckerfreier Lésung an Kohlenhydrat und Kalium ,,ver 
armt‘’, dann in kaliumfreier, aber zuckerhaltiger Lo6sung eine Zeit lane 
suspendiert und nach griindlichem Spiilen in zucker- wnd kaliumfreier 
Losung in zuckerfreie, aber kaliumhaltige Lésung tibertragen. Dem 
Gewebe stand also Zucker und Kalium nicht gleichzeitig zur Verfiigune 
Ware Kalium fiir den Aufbau von Kohlenhydrat in der Zelle notwendig. 
dirfte ein solcher also jetzt nicht erfolgt sein, d.h. auf Acetylcholin 
zusatz durfte keine ,,Erregung’ auftreten. Das war aber doch der Fall 
auf Zusatz von Acetylcholin erfolgte stets eine kraftige Atmungs 
steigerung. Es mute also auch in der kaliumfreien Lésung eine Gly 
kogensynthese méglich gewesen sein. Wurde der Versuch umgekehrt 
angeordnet, da zunichst Kalium ohne Zucker vorgelegt wurde und 
nach Abspiilen die Untersuchung in zuckerhaltiger Lésung ohne Kalium 
vorgenommen, so war das Ergebnis das gleiche, also die Kaliumaufnahme 
ist auch bei Zuckerabwesenheit médglich. Wenn diese Versuche auch 
keine unbedingte Beweiskraft besitzen, weil noch Reste von Kalium 
in einem und von Kohlenhydrat im anderen Falle vorhanden gewesen 
sein mégen, so zeigen sie doch, daB die Verkniipfung keinesfalls sehr eng 
sein kann. 


4. Zur Spezifitit der Funktion des Kaliums. 
a) Reaktion des Stoffwechsels aut Kaliumzusatz. 


In haufig wiederholten Versuchen haben wir die Beobachtung 
gemacht, daB Zusatz von Kalium zu Speicheldriisenschnitten vor allem 
in kaliumfreier Ringerlésung in einigen Fallen eine Stoffwechselreaktion 
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zur Folge hatte, die der alinlich war, wie wir sie sonst nach Zusatz von 
Acetylcholin beobachtet hatten. So hatte es den Anschein, als ob 
Kalium wie eine Parasympathicus-Erregung wirkte. Dieser Befund war 
jedoch nur selten reproduzierbar, meist hatte der Kaliumzusatz keine 
Wirkung. 

Erst nach Aufklirung der Beziehung zwischen Saurebildung und 
Kalium wurde es uns méglich, den Grund fiir das wechselnde Verhalten 
zu finden: Der Zusatz von Kalium léste nur dann eine Stoffwechsel- 
reaktion aus, wenn kurz vorher ,fixe Sauren’ gebildet waren, das 
Gewebe also ..erregt’’ oder ,.gescha- 
digt** war. Das zeigen die Kurven 10 
und 11. Kurz nach einer Acety!- 
cholingabe z. B. war Kaliumzusatz 
wirksam (Abb. 10, Kurve 1). Ohne 
vorangegangene ,,Erregung™ blieb 
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Abb. 10. Gasstoffwechsel von Speichel- Abb. 11. An geschidigten (zerquetseht: 
driisengewebe in normaler Ringerliésung Speicheldriisenschnitten bewirkt Kaliut 
Kin kurz auf eine Erregung folgende: zusatz in Kaliumfreier RingerlOsung ein 
Kaliumzusatz list eine nochmatlige Stoff- Stoffwechselreaktior 
wechselreaktion aus (Kurve 1). Wat 


durch vorherigen Zusatz von Atropin das 

\uftreten des ,,Erregungsstoffwechsels** 

verhindert, so blieb aueh der Kaliumzu- 
satz ohne Wirkung (Kurve 2) 


Kalium dagegen ohne Wirkung. Ebenso wirkungslos blieb der Kalium- 
zusatz, wenn der Eintritt der Acetylcholinwirkung durch vorherigen 
Atropinzusatz verhindert wurde (Abb. 10, Kurve 2), obwoh! der Kalium- 
effekt an sich durch Atropin sonst nicht aufgehoben wird. Auch nach 
vorangegangener Schadigung, die ja zu einer voriibergehenden Bildung 
fixer Sauren* fiihrt, liste der Kaliumzusatz haufig eine Stoffwechsel- 
reaktion aus (Abb. 11), die durch Atropin ebenfalls nicht aufgehoben 
werden konnte. Da allein schon das methodische Vorgehen bei der An 
stellung eines Versuchs eine Schadigung des Gewebes bedeutet, die je 
nach den Umstanden leichter oder schwerer sein kann, ist es verstandlich, 
daB ein Kaliumzusatz auch an nicht besonders geschadigten Schnitten 
in giinstig gelagerten Fallen eine Reaktion ausléste. Wir fanden dies 
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Verhalten vor allem dann, wenn Kalium frihzeitig nach Einschalten 
des Versuchs zugegeben wurde. Diese Wirkung hat natiirlich mit eine: 
Parasympathicus-Erregung nichts zu tun. Wir erwahnen diese Versuche 
weil sie zeigen, wie sehr die Wirkung eines Stoffes von der Reaktionslag 
des Gewebes abhangen kann und wie leicht Irrtiimer méglich sind, wenn 
diese Reaktionslage ungentigend bekannt ist. Rubidium und Caesium 
verhielten sich in dieser Versuchsanordnung im iibrigen gleichsinnig 
wie Kalium (s. 8.416). Schon das spricht gegen eine spezifische 
Bedeutung des Kaliums fiir die parasympathische Erregung. 


h) Die Rolle des Kaliums bei der Suprareninwirkung. 

Die Ahnlichkeit, die zwischen der Wirkung des Kaliums und de: 
einer parasympathischen Erregung (Acetylcholin) an einigen Test 
objekten besteht, hat zu der Meinung gefiithrt, da das Kalium eine 
spezifische Bedeutung fiir das cholinergische System habe oder gar als 
Ubertragerstoff fiir die Erregungsfortleitung zum Erfolgsgewebe hin 
anzusehen sei. Auch bei der Erregungsfortleitung im Nerven sollte das 
Kalium ursachlich beteiligt sein, wobei daran gedacht wurde, daB das 
Kalium ionisiert wiirde, und die Erregung gewissermaben wie eine 
..Kaliumwolke** den Nerven entlang laufen sollte. Auf jeden Fall 
wurde angenommen, da die Rolle des Kaliums die eines Mittlers fii 
die parasympathische Erregung sei (15). 

Unsere Versuche zeigen indessen, da} die beim Erregungsvorgang 
an Speicheldriisenschnitten nachweisbaren Kaliumverschiebungen die 
Folge der Erregung und im iibrigen nicht spezifisch sind. Dennoch mag 
die Wanderung des Kaliums ihrerseits wieder Riickwirkungen auf das 
parasympathische System haben. Darauf kénnte der interessante 
Befund hindeuten, da am Froschherzen durch Kalium eine Aus. 
schiittung von Acetylcholin bewirkt wird (16). Es ware allerdings zu 
erweisen, daB diese Wirkung gentigend spezifisch ist (17). Dies um so 
mehr, als andere Autoren gerade Beziehungen zwischen dem Kalium 
und dem sympathischen System wahrscheinlich gemacht zu haben 
glaubten und weil durch Kalium auch eine Freisetzung von Adrenalin 
ausgelést werden soll (18). 

Um die Frage der Spezifitat der Beziehung zwischen Kalium- 
wanderung und parasympathischer Erregung (Acetylcholin) weiter zu 
klaren, haben wir die Frage gepriift, wie eine sympathische Erreguny 
sich verhalt, wenn wir die gleichen Versuche am Speicheldriisengewebe 
in kaliumfreier Ringerlésung vornehmen, wie dies bei der Untersuchung 
der parasympathischen Erregung geschehen ist. Wir lieBen also an 
Stelle des Acetylcholins das Adrenalin (Suprarenin) auf Speicheldriisen- 
schnitte einwirken. Adrenalin léste unter diesen Umstanden denselben 
.. Erregungsstoffwechsel** und vor allem dieselbe Saurebildung aus, wie 
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das Acetylcholin (Abb. 12). In kaliumfreier Loésung blieb die zweite 
Adrenalinwirkung aus, Zusatz von Kalium stellte die Erregbarkeit 
wieder her. Das Ergebnis war in jeder Hinsicht dasselbe wie in den 
Versuchen mit Acetylcholin. Damit ist gezeigt, daB die Bedeutung des 
Kaliums nicht auf die parasympathische Erregung beschrankt ist, 
sondern auch fiir die sympathische Erregung gilt. Auch bei der sym- 
pathischen Erregung werden fixe Saéuren gebildet (Abb. 12), so dal das 
iibereinstimmende Verhalten nicht tiberrascht. 
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Abb. 12. Suprareninzusatz bewirkt bei Gewebsschnitten der Speicheldriise (Hund) praktisch dieselbe 
Stoffwechselreaktion wie Acetylcholin. In Ringerlésung ohne Kalium libt sich nur noch eine ,,Er- 
regung** auslésen, der zweite Suprareninzusatz bleibt ohne Wirkung. Waliumzusatz stellt die normale 
Erregbarkeit wieder het 
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c) Die Bedeutung des Kaliums fiir die Erholung bei geschidigten Geweben. 

Kalium wird nach den bisherigen Ergebnissen also immer dann 
vom Gewebe gebraucht, wenn in der Zelle ,fixe Saiuren‘ entstehen 
wobei es weitgehend gleichgiiltig war, durch welehe Ursache die Saure 
bildung ausgelést wurde. Das war sowohl bei der Acetylcholinwirkung, 
wie der des Suprarenins oder einer ,,Schadigung* der Fall. Auch die 
Erholung nach einer Erregung und die Wiederholung traten nur bei 
Anwesenheit von Kalium ein, ebenfalls unabhangig davon, ob die Er 
regung durch Acetylcholin (Abb. 3) oder durch Suprarenin (Abb. 12 
vorgenommen war. Die Bedeutung des Kaliums ist also sicher nicht 
auf einen spezifischen Vorgang beschrankt. 

Wenn die Notwendigkeit des Kaliums fiir die Erholung und fiir das 
Wiedereintreten der Erregbarkeit bei Speicheldriisenschnitten nur durch 
die Bildung ,,fixer Sauren‘‘ im Stoffwechsel bedingt ware, dann diirfte 
sie tiberhaupt nicht auf die ,,.Erregung’ beschrankt sein, sondern miibte 
fiir alle Falle gelten, in denen ,,fixe Sauren‘ entstehen. Das ist aber auch 
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bei der Einwirkung wnphysiologischer Reize der Fall, die wir hier kurz 
ils Schadigungen bezeichnen. Es miiBte also unméglich sein, nach eine: 
an sich reversiblen Schadigung noch eine Erregung oder eine zweit: 
Schadigungsreaktion auszulésen, wenn die Lésung kein Kalium enthalt 

Wir haben diesen Versuch gemacht. Dies geschah so, daB wir aut 
Speicheldriisenschnitte, die in der einen Versuchsanordnung in normaler 
Ringerlésung suspendiert waren, in der anderen dagegen in kalium 
freier Losung, zunachst einen unphysiologischen Reiz (Veratrin 70 » ccm 
einwirken lieBen. Nach Ablauf einer ausreichenden Zeit versuchten wit 
durch erneuten Veratrinzusatz bzw 





durch Acetylcholin wieder ein 
Reaktion auszulésen. Das Er- 
vebnis ist durchaus klar (Abb. 13 
In der normalen Ringerlésung hat 


das Gewebe sich gut erholt, det 
zweite Zusatz von Veratrin bzw 
Acetylcholin lést trotz der voran 
gegangenen  Veratrinbehandlune 
eine deutliche Stoffwechselreak 
tion aus: in der kaliumfreien 
Lésung ist die Erholung dagegen 
nicht eingetreten, Acetylcholin 
blieb ohne Wirkung. Der Versuch 
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Prinzip genau so, wie nach einer 
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die bemerkenswerte Tatsache, dat 
Abb. 13. In normaler, Kaliumhaltiger Ringer- a ‘ . 
lisung labt sich nach einer Schidigung des Ge- die Stoffwechselreaktionen nach 
wenee dutch Veratein nosh tie engmemel- heiden Kingrifien auch hier 10 
wechsel auslOsen (Kurve 1). Es findet also eine : = , ; : 
Erholung statt. In kKaliumfreier Ringerlésung weitgehend ibereinstimmen, wie es 
tritt weder auf Veratrin noch auf Acetyleholin . P os treet + a =e 
Sins Srebeilin Mechta ohn kere O. in der Kurve zum Ausdruck kommt 
sei nur kurz hingewiesen. 


d) Ersetzbarkeit des Kaliums durch andere lonen. 

Nach den bisherigen Ergebnissen ist das Kalium sowohl fiir cir 
Erregung als auch fiir die Erholung des Gewebes offenkundig not 
wendig. Um Hinweise dafiir zu gewinnen, ob die Mitwirkung des Ka- 
liums bei diesen Vorgangen auf Eigenschaften beruht, die fiir das Kalium 
spezifisch sind, oder ob sie nur in seinen physikalischen Eigenschaften. 
seiner IonengréBe, lonenbeweglichkeit und Ladung begriindet ist, haben 
wir den Versuch gemacht, das Kalium in den angewendeten Versuchs 
anordnungen durch andere Kationen mit ahnlichem Radius und damit 
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ihnlicher Lonenbeweglichkeit zu ersetzen. Die Werte fiir die Radien 
der lonen betragen in A: Cs 1,65, Rb 1.49, K 1,33, Na 0.98 
und Li 0,78 (Goldschmidt, 1926). Die ..lonenbeweglichkeit™ ist von 
Kohlrausch bestimmt. Danach ordnen sich die Kationen in folgender 
{eihenfolge: Cs = 68.2, Rb — 67.6. K 64,7, Na 44 und Li 33,4 
(in Wasser von 18° bei unendlicher Verdiinnung). Ein Ersatz des Kaliums 
ware also vor allem vom Rubidium und Caesium zu erwarten. Das war 
auch in unseren Versuchen der Fall. 
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Abb. 14. Wirkung von Acetyleholin auf den Gasstoffwechsel vou Speicheldriisengewebe in einer 
»,Ringerlésung™, in der das Kalium durch Rubidium ersetzt war (vgl. Abb. 2). 
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Abb. 15. Wiederherstellung der Erregbarkeit von Speicheldriisenschnittes 
losung durch Zusatz von Ruhidinmehlorid 
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In einer Losung, in der das Kalium durch eine aquivalente Meng: 
Rubidium ersetzt war, lieB sich die Acetylcholinwirkung, die sonst i: 
kaliumfreier L6sung nur einmal méglich ist, nicht nur geradezu beliebiy 
oft wiederholen, sondern sie fiihrte auch jedesmal genau so zu eine! 
kraftigen Saurebildung (Abb. 14), wie in einer kaliumhaltigen Lésung 
Ferner war es méglich, bei Speicheldriisenschnitten, die in kaliumfreie1 
Lésung auf Acetylcholinzusatz nicht mehr ansprachen, die Erregbarkeit 
durch Zusatz von Rubidium wieder herzustellen (Abb. 15). Auch mit 
Physostigmin lie8 sich in Rubidium-Ringerlésung ohne Kalium eine 
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Abb. 16. Gasstoffwechsel von Speicheldriisengewebe. Reaktion auf Physostigmin in normal 
Ringerlésung (Kurve 1) und in einer solchen, in der das Kalium durch Caesium ersetzt war (Kurve 2 
In Ringerlésung ohne Kalium tritt iiberhaupt keine Wirkung ein (Kurve 3). 


typische, wenn auch etwas verkiirzte Reaktion auslésen. Caesiuvm er 
méglichte ebenfalls eine Reaktion (Abb. 16), diese war jedoch stet- 
schwacher als bei Ersatz des Kaliums durch Rubidium. 

Diese Ergebnisse stehen ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit 
den oben bereits erwihnten Untersuchungen Pirsons (6) iiber die Be 
deutung der Alkaliionen fiir den Stoffwechsel der Pflanzenzellen. Da 
nach hat es den Anschein, da auch diese Befunde nicht nur fiir Warm 
bliitergewebe Giiltigkeit haben, sondern allgemeinere Bedeutung be 
sitzen. Lithium vermochte trotz seiner Lipoidléslichkeit das Kalium 
nicht zu ersetzen, sondern wirkte seiner Stellung in der Kationenreili 
entsprechend eher calciumartig, worauf wir zu gegebener Zeit zuriick 
kommen werden. Ferner haben wir auf Grund experimenteller Er 
gebnisse den Eindruck, daB unter besonderen Bedingungen, vor allen 
bei geschadigten Geweben auch Natrium trotz seines gréSeren Ionen 














it 


id 














Die Bedeutung des Kaliums fiir lebende Gewebe. 417 


volumens, wohl auf Grund der gesteigerten Permeabilitat ahnliche 
Funktionen wie das Kalium ausiiben kann (S. 405). 

Die Wirkung des Kaliums bei der Erregung und bei der Erholung 
ist also keine spezifische, sondern scheint mit seiner Ionengrébe 
zusammenzuhangen. Denn es lieB sich durch andere Kationen geradezu 
vollstandig ersetzen, sofern diese nur eine entsprechende GréBe hatten. 
Damit ist wahrscheinlich, dai die Wirkung dieser Kationen darin 
besteht, die Zellgrenzschichten zu permeieren und weiter, das auch 
durch die PorengréBe bestimmt wird, welche [onen das Kalium er- 
setzen kénnen und welche nicht. (,,Selektive Kationen-Permeabilitat 
der Zellen.) 

Da die Zellgrenzschichten auch Lipoidnatur besitzen, war ferner 
an die Méglichkeit zu denken, das Kalium, das ja lipoidléslich ist, 
durch lipoidlésliche Basen zu ersetzen. Das lipoidlésliche Lithium oder 
Ammonium vermochten dies aber ebensowenig, wie Cholin, Trimethyl- 
amin, Betain oder Tetramethylammonium. Da andererseits das Kalium 
durch das kaum lipoidlésliche Rubidium oder Caesium ersetzt werden 
konnte, kann die Lipoidléslichkeit des Kaliums keine wesentliche Rolle 
fiir seine Wirkung spielen. 

Weiter war zu klairen, ob die von Emmerich und Lange (19) ge- 
fundene Aktivierung der glvkolytischen Fermente durch Kalium an 
seiner Wirkung in unseren Versuchen beteiligt ist, zumal sich gerade 
bei uns besondere Beziehungen zwischen Kalium und Kohlenhydrat- 
spaltung ergaben. Noch starker als das Kalium wirkte in den Ver- 
suchen der genannten Autoren das Magnesium. Es muBte also méglich 
sein, das Kalium durch Magnesium zu ersetzen. Wir haben solche Ver- 
suche angestellt, mit durchaus negativem Erfolg. Wir fanden indessen, 
daB das Magnesium selbst eigene Wirkungen auf den Erregungsstoff- 
wechsel besitzt. Dariiber werden wir zu gegebener Zeit berichten. 

Die Ersetzbarkeit des Kaliums durch aequivalente Mengen Ru- 
bidium und Caesium, die beide nur eine geringe aktivierende Wirkung 
auf die glykolytischen Fermente besitzen, ist ein weiterer Beweis dafiir, 
das in unseren Versuchen diese Zusammenhange keine mahgebliche 
Rolle spielen. 

Calcium, das den Gegenstand weiterer Untersuchungen bildet, tibet 
die hier nicht berichtet werden soll, hatte auch bei uns einen ,,kalium- 
sparenden*’ Effekt; wahrscheinlich auf Grund seiner .,abdichtenden‘ 
Wirkung. Ahnlich Lithium. 


5. Besprechung der Befunde. 


Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zusammen, so 
lassen sich folgende Sachverhalte erkennen. Der Ruhestoffwechsel wnd 
das Leben der untersuchten Gewebe war nicht an das Vorhandensein von 
Kalium gebunden. Die Erregbarkeit blieb sogar trotz sorgfaltigsten Aus- 
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waschens der Gewebsschnitte und stundenlangen Lebens in kalium 
freier L6sung ausgezeichnet erhalten. Eine einmalige Erregung in kalinm 
freier Lésung hob dagegen die Erregbarkeit sofort auf. Dieser Verlust 
der Erregbarkeit mufBte durch einen Verlust von Kalium aus dem Ge 
webe bedingt sein, denn allein die Zugabe von Kalium stellte die Erreg 
bharkeit wieder her. Kalium ist also sowohl fiir die Erregung als auch fii 
die Erholung nach einer Errequna notwendig. 

Die Notwendigkeit des Kaliums fiir den Erregungsvorgang ist auch 
von anderen Versuchsobjekten gentigend bekannt. Es ist fiir eine Reih« 
von Geweben und Organen durch quantitative Kaliumbestimmungen 
nachgewiesen worden, da das Kalium bei der Erregung aus dem Ge. 
webe auswandert, und zwar sowohl fiir die von uns beniitzte Speichel 
driise (20), wie auch fiir den Muskel (21), das Herz und den Nerven (22) 
Da nach unseren Versuchen das Kalium fiir das ..ruhende’ Organ 
nicht erforderlich ist, ist es méglich, derartige Kaliumbestimmungen 
auch an Geweben vorzunehmen, die in kalium/reier Lésung suspendiert 
sind bzw. von einer solchen Lésung durchstrémt werden, wodurch 
die Versuchsbedingungen wesentlich klarer werden. Mit solchen Ver- 
suchen sind wir zur Zeit beschaftigt. 

Bei der Erregung tritt also ein Kaliumverlust ein. Da nur dann 
eine Erholung nach der Erregung eintrat und das Speicheldriisen- 
cewebe wieder erregbar wurde, wenn Kalium der ,,Ringerlésung* zu- 
vegeben wurde, mui beim Erholungsvorgang eine Wiedereinwanderung 
von Kalium in das Gewebe stattfinden, wie dies ebenfalls durch Kalium- 
bestimmungen erwiesen ist. 

Wir haben dann zunaichst an Gewebsschnitten der Speichel- 
driise gezeigt, daB sich der .,Erregungsstoffwechsel** vom ,,Ruhestoff- 
wechsel** dadurch unterscheidet, daB bei der Erregung .,fixe Séuren™ 
im Stoffwechsel durch Kohlenhydratspaltung gebildet werden, im Ruhe- 
stoffwechsel dagegen nicht. Bei Abwesenheit von Kalium blieb diese 
Saurebildung auch bei der Erregung aus. Zugabe von Kalium ermég- 
lichte sie wieder. Diese Beziehung zwischen ,,Saurebildung*: im Stoff- 
wechsel und Kalium lieB sich auch an anderen Geweben nachweisen. 
Dariiber hinaus ergab eine ganze Reihe von Versuchen, da der Kalium- 
stoffwechsel eng mit dem Kohlenhvydratstoffwechsel verkniipft ist, und 
zwar derart, daB das Kalium immer dann vom Gewebe gebraucht 
wurde, wenn ,.fixe Sauren** gebildet wurden. Dabei war es weitgehend 
vleichgiiltig, durch welchen Vorgang diese Saurebildung ausgelést wurde. 
Die parasympathische Erregung (Acetylcholin) verhielt sich genau so 
wie eine svmpathische Erregung (Suprarenin) oder ein unphysiologischer 
Reiz (,,Schadigung’') der verschiedensten Art, sofern sie nur zu einer 
Bildung ,,fixer’’ Siuren fiihrten. Diese Ergebnisse stehen in bestem 
Kinklang mit der Tatsache, daB auch die .,Ermiidung™ und ,,Gewebs- 
schadigune*: (kranke Gewebe, ..Entziindune’') zu einem Verlust von 
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Kalium aus dem Gewebe fithren (11), denn wir konnten nachweisen (3), 
daB auch unter diesen Bedingungen ,.fixe Sauren* gebildet werden. 
Die Kaliumverschiebungen sind also keineswegs fiir den Erregungs- 
vorgang spezifisch, sondern recht unspezifisch. Der Kaliumverlust bei 
allen diesen Vorgangen scheint nach unseren Befunden mit der Ent- 
stehung ..fixer Saéiuren’’ in der Zelle ursdchlich verkniipft zu sein, und 
zwar derart, dafS die Auswanderung von Kalium die Folge dieser Vor- 
giinge ist, und nicht, wie oft vermutet, ein Teilvorgang bei der Fort- 
leitung oder Auslésung der Erregung. 

Auch in quantitativer Hinsicht liBt sich die Beziehung zwischen 
der ,,Saurebildung** und der Kaliumverschiebung belegen, wie die 
folgende Rechnung zeigt. 

Nach unseren Messungen werden bei der ,,Erregung von 50 mg 
Feuchtsubstanz Speicheldriisengewebe durch die Bildung ,,fixer Sauren” 
etwa 20 cmm CO, (reduziert auf 0° und 760 mm Hg) freigesetzt, also etwa 
6 - 10!7 Molekiile. Nimmt man den Kaliumverlust mit etwa 80 mg pro 
100 g Gewebe an, und diese Annahme erscheint nach den Ergebnissen der 
Kaliumbestimmungen berechtigt, also aus 50 mg Gewebe — 40 y Kalium, 
so waren das ebenfalls 6 - 10!7 Atome, d. h. Saurebildung und Kalium- 
auswanderung stimmen grobenordnungsmabig iberein. Diese Rechnung 
laBt zugleich erkennen, da diese Funktion des Kaliums nicht von unter- 
geordneter Bedeutung ist, sondern einen wesentlichen Teil der biologisch 
festgestellten Kaliumverschiebungen erklaren kann, 

In unseren Versuchen gelang es, das Kalium praktisch vollstandig 
durch aquivalente Mengen anderer einwertiger Kationen zu ersetzen, 
sofern sie eine entsprechende GréBe hatten, namlich durch Rubidium 
und Caesium., Demnach scheint die Funktion des Kaliums mit seiner 
lonendimension und seiner lonenbeweglichkeit zusammenzuhangen. 

Das Kalium ist das in der Zelle vorherrschende Kation (23): in der 
AuBenfliissigkeit iiberwiegt dagegen das Natrium, das nur unter patho- 
logischen Bedingungen auch in der Zelle in nennenswerter Menge gefunden 
wird (11) (..Transmineralisation’’). Die selektive ,.Akkumulation™ des 
Kaliums in der Zelle ist nach gut begriindeter Auffassung (24) durch die 
..Mosaikstruktur* der Zellgrenzschichten bedingt, deren Poren nur fiir 
solche Kationen durchgangig sind, die, wie das Kalium, ein geringes 
Volumen und groBe Lonenbeweglichkeit besitzen (24). Auch Ostwald 
erklart die ..Trennungstendenz der Ionen*: mit ihrer verschiedenen Be- 
weglichkeit in den Poren (1). DaB zugefiihrtes Kalium tatsachlich in die 
Zelle einwandert, also die Grenzschicht der Zelle permeieren kann, ist 
am klarsten durch Untersuchungen mit radioaktiviertem Kalium er- 
wiesen (25). Durch welche Vorgiainge die Wanderung des Kaliums aber 
verursacht wird, dariiher bestehen nur Vermutungen (1). Hier scheinen 
unsere Ergebnisse weiterfiihren zu k6nnen. 
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Wir haben gezeigt, daB Kalium fiir den Ruhestoffwechsel nicht er 
forderlich ist. Es ist bekannt, daB in der Ruhe auch kein Kalium ans 
der Zelle auswandert (1). In unseren Versuchen blieb demgemaB die 
Erregbarkeit, die ja an das Vorhandensein von Kalium gebunden ist 
auch trotz sorgfaltigsten Auswaschens der diinnen Gewebsschnitte und 
stundenlangem Stoffwechselablaufs in kaliumfreier Lésung durchaus 
erhalten und erlosch erst nach einer Erregung, bei der bekanntlich 
Kalium aus dem Gewebe auswandert. 

Der Befund, da®B das Kalium in der Ruhe auch durch stundenlanges 
griindliches Spiilen nicht aus dem Gewebe ausgewaschen werden kann. 
legt den Gedanken nahe, dafi es in der Zelle nicht als freies, diffusibles 
Kation vorliegt, sondern derart — vielleicht an EiweiB (26) — gebunden 
ist, daB es nur unter besonderen Bedingungen, z. B. beim Erregungs 
vorgang, freigesetzt wird. Keller (27) vertritt sogar die Ansicht, daB das 
Kalium tiberhaupt nicht als Kation in der Zelle vorliegt oder in dieser 
Form wandert, sondern daB es in einem komplexen Anion enthalten ist. 
sich also wie ein negativ geladenes Teilchen verhalt. Die Permeation 
eines solchen Komplexes durch die Poren der Zellgrenzschichten ist 
indessen weder wahrscheinlich gemacht oder gar belegt, noch ist sie 
ohne weiteres vorstellbar. Es entspricht vielmehr der heute weit vor- 
herrschenden Ansicht (1), da der Austausch freier Ionen die einzige 
Méglichkeit des Elektrolyttransportes durch die Zellmembran ist (wenn 
man von der Permeation eines abspaltbaren Ions in einem lipoidléslichen 
Molekiil absieht). 

Fiir die Auffassung, da} das Kalium als fretes [on wandert, spricht 
schon als sehr wesentliches Argument die Tatsache, dafi bei isolierten 
Organen physiologische Funktionen auch in der Ringerlésung gut 
méglich sind, in der das Kalium ja nur als freies Ion vorliegt. Die weitere 
Tatsache, die an den verschiedensten Objekten tibereinstimmend ge 
funden wurde, daB namlich das Kalium durch andere Kationen (Ru- 
bidium und Caesium) in dem Umfange ersetzt werden kann, in dem ihre 
lonendimension der des Kaliums entspricht, laBt eigentlich keine andere 
Deutung als die zu, daB die Funktion des Kaliums entscheidend mit seiner 
lonendimension zusammenhangt, das Kalium also als lon wandert und 
wirksam ist. Die Nichtauswaschbarkeit des Kaliums aus dem , ,ruhenden 
Gewebe diirfte dadurch bedingt sein, daB elektrische Krafte der Aus- 
wanderung entgegenstehen (Donnan-Gleichgewicht). Hiernach ware eine 
Auswanderung von Kalium aus der Zelle nur vorstellbar, 1. wenn die 
lonenkonzentration auBen sinkt, oder 2. wenn das zelleigene Kalium gegen 
ein anderes Kation in der AuBenfliissigkeit ausgetauscht werden kann. 
oder 3. wenn die lonenkonzentration im Innern der Zelle zunimmt. Dic 
erstgenannten beiden Méglichkeiten sind unter physiologischen Bedin 
gungen nicht gegeben. Die zweite Méglichkeit ware unter pathologischen 
Bedingungen gegeben, wenn auf Grund betrachtlicher Permeabilitats- 
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steigerung auch das Natrium permeieren kann. In der Tat ist nach- 
gewiesen, daB in diesem Falle das Natrium in betrachtlicher Menge in der 
Zelle erscheint und der Kaliumgehalt sinkt (11). Die dritte Méglichkeit 
diirfte die biologisch gréBte Bedeutung besitzen. Hier scheinen unsere 
Uberlegungen ankniipfen zu sollen. 


Im ,,Ruhestoffwechsel liegt bei Speicheldriisengewebe ein reiner 
Atmungsstoffwechsel vor, das Kohlenhydrat verbrennt vollstandig zu 
H,O und CO,. Da das CO, als geléstes Gas leicht diffusibel ist und nur 
bedingt Saureeigenschaften erhalten kann, bleibt der Ionenbestand in 
der Zelle praktisch konstant, solange der reine Atmungsstoffwechsel 
anhalt. Bei ebenfalls gleichbleibender Ionenkonzentration in der 
AuBenfliissigkeit werden also keine Ionenverschiebungen eintreten 
kénnen. So ist es verstandlich, daB der Ruhestoffwechsel unabhangig 
vom Vorhandensein von Kalium ist und auch trotz sorgfaltigem Spiilen 
in kaliumfreier Lésung kein Kaliumverlust eintritt. 


Werden dagegen bei unvollstandiger Kohlenhydratverbrennung 
. fixe Sduren*: in der Zelle gehildet, so nimmt die lonenkonzentration in der 
Zelle zu, es entsteht ein Konzentrationsgefalle gegen die AuBenfliissigkeit 
und es miissen lonen auswandern. 

Diese Vorginge lassen sich nach dem heutigen Stande unseres 
Wissens folgendermaBen verstehen. Der Kationenhestand in der Zelle 
setzt sich im wesentlichen aus Kalium und den basischen Valenzen von 
EiweiBkérpern und Lipoiden zusammen. Da der Neutralpunkt bei 37° 
um pH ~ 6,8 liegt, das physiologische py aber mehr als 7 betragt, sind 
unter diesen Umstinden praktisch keine Wasserstoffionen vorhanden. 
Danach kann mit Saureanionen zunachst auch nur das Kalium als 
einzig zur Verftigung stehendes permeables Kation auswandern. Es ist 
jedoch anzunehmen, da®B bei einer Entstehung .,fixer Sauren‘ in der 
Zelle die Reaktion betrachtlich ins Saure verschoben werden kann, also 
die Konzentration der Wasserstoffionen ansteigt, zumal die Saure 
zunachst auf kleinem Raum lokalisiert ist. Unter diesen Umstanden 
werden bald auch Wasserstoffionen an der Auswanderung teilnehmen 
miissen, und zwar um so mehr, je kleiner das Verhaltnis K’ : H’ in der 
Zelle durch die weitere Saurebildung und den eintretenden Kalium- 
verlust wird. Auf jeden Fall aber muB die Auswanderung von Kalium 
lange Zeit im Vordergrund stehen, weil selbst bei einem py von 6.0 die 
Konzentration der Wasserstoffionen nur 10-6 g/Liter betragt, die des 
Kaliums dagegen etwa 3 g/Liter; seine molare Konzentration ist also 
etwa 100000 mal héher als die der Wasserstoffionen, seine Diffusibilitat 
aber nicht im gleichen Umfang kleiner. 

Der Anionenhbestand der Zelle wird durch das Bicarbonat und das 
mit ihm verkniipfte Phosphat-Puffersystem sowie durch jene Eiweif- 
kérper und Lipoide gebildet. deren isoelektrischer Punkt im Sauren 
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(pu ~ 5) liegt, die also bei der physiologischen, leicht alkalischen Reaktion 
echte Anioneneigenschaften besitzen. Entstehen nun in der Zelle fix 
Sauren, die stiirkere Sauren als das Bicarbonat, Phosphat oder da- 
Kiweil} sind, so wird zunachst CO, aus dem Bicarbonat ausgetrieben 
und damit eine entsprechende Menge Kalium durch die ,.fixen Sauren: 
vebunden. Die ,,Alkalireserve’ in der Zelle muf also sinken. Bei starke 
Saurebildung mag auch das EiweiB als ,,Puffer’’ herangezogen werden 
d.h. die Dissoziation der Sauregruppen wird zuriickgedrangt, die de: 
basischen Gruppen dagegen aktiviert, womit weitere Kationen zur Ver 
fiigung stehen. Beim physiologischen py werden die gebiideten fixer 
Sauren’ also als Kaliumsalze vorliegen und damit praktisch voll 
standig ionisiert sein. Die Saurereste miissen demnach auch als freie 
Anionen auswandern. Erst bei starkerer Reaktionsverschiebung ins 
Saure hinein oder Anhéufung der Saurereste, wenn der undissoziierte 
Anteil der Sauren gréBer wird, wird auch diese Zustandstorm der ,.fixen 
Sauren’’ an der Auswanderung beteiligt sein. 

Die selektive Auswanderung der Kalium- und Wasserstoffionen 
einerseits und der Anionen der im Stoffwechsel gebildeten  ,,fixen 
Sauren* andererseits erklart sich also aus der Tatsache, dal vom Zell- 
innern zur AuBenflhissigkeit hin ein Konzentrationsgefalle besteht und 
da®B die Zellgrenzschichten fiir die genannten Lonen selektiv permeabe! 
sind. Damit ist verstandlich, daB in unseren Versuchen immer dann 
Kalium vom Gewebe gebraucht wurde, wenn im Stoffwechsel  .,fixe 
Sauren* entstanden, und da die Funktion des Kaliums bei der Erregune 
wenigstens in dieser Hinsicht keine spezifische ist. Ebenso ist ver- 
standlich, da in der Ruhe keine Auswanderung von Kalium erfolgt 

Wenn die Bildung ,,fixer Sauren* in der Zelle sich nicht iiber einen 
nur kurzen Zeitraum erstreckt, wie bei der Erregung an Speicheldriisen- 
schnitten in unseren Versuchen, sondern langere Zeit anhalt, so wird 
nach Verlust des Kaliums die Pufferkapazitat des Zellinnern weiter 
sinken und die Reaktion bald zunehmend sauer werden. Enthalt dic 
Aubenfliissigkeit ein permeationsfahiges Kation, also Kalium, so kénnen 
Wasserstoffionen in der Zelle gegen Kalium in der AuBenfliissigkeit aus 
vetauscht werden, also basische Valenzen in die Zelle eintreten und die 
Saurebildung unterhalten. Am Ende des gesamten Prozesses wird dann 
der urspriingliche Kaliumbestand in der Zelle wiederhergestellt, dafin 
die gesamte gebildete Saure in Form der Wasserstoffionen auBerhalb det 
Zelle anzutreffen sein. 

Fehit dagegen Kalium, so miiBte, wenn diese Vorstellung richtig ist 
mit zunehmender Saureanhaufung im Zellinnern die weitere Saure- 
bildung nach dem Massenwirkungsgesetz gehemmt sein und bei der 
bekannten Beziehung zwischen pu und Atmungsgr6éBe auch der Sto// 
wechsel sinken. Dies um so mehr, als nun auch nicht-diffusible und vie! 
leicht lebenswichtige basische Valenzen in der Zelle (Eiweifs) zur 
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Pufferung herangezogen werden miissen und der Quellungszustand det 
Kolloide veraindert wird. Das haben unsere Versuche tatsachlich gezeivt 
(vgl. Abb. 7) und bestatigen so die in der Literatur haufig geauberte 
Vermutung, ,,dafs die Hohe des Stoffwechsels durch den Abtransport 
von Schlacken bestimmt wird, und da® die Ionenaustauschbedingungen 
an diesem Abtransport entscheidenden Anteil haben’ [ Wilhrandt (1 
S. 273]. Eine weitere Bestatigung der Auffassung, daB eine Stéruny 
des Saurenabtransportes aus der Zelle den Stoffwechsel beeintrachtigt 
bedeutet unser Befund, da Kaliumzusatz an Gewebsschnitten kurz 
nach einem Eingriff, der zu einer Bildung ,.fixer Sauren* fiihrt. eine 
Stoffwechselsteigerung und Saurebildung auslésen kann, an einem 
ruhenden’’ Gewebe dagegen ohne Wirkung ist. Diese Zusammen- 
hange erscheinen uns um so bedeutsamer, als wir in entsprechenden 
Versuchen feststeliten, dai die Erregbarkeit an Speicheldriisenschnitten 
erlischt, wenn die Bicarbonatkonzentration und das py sinkt und vor 
allem, wenn die CO,-Konzentration iiber einen Wert steigt, der von dem 
physiologischen gar nicht allzuweit entfernt ist und noch keine nennens 
werte Beeintrachtigung des Ruhestoffwechsels verursacht.  Dariiber 
werden wir spater berichten. 

Die Notwendigkeit des Kaliums fiir die Erholung und die Wieder 
herstellung der Erregbarkeit 1aBt sich durch die bisher besprochenen 
Zusammenhange ebenfalls befriedigend erklaren. Da die z. B. bei der 
Erregung gebildeten ,,fixen Sauren‘*: starkere Sauren sind als das 
Bicarbonat (und Phosphat), treiben sie aus dem Bicarbonat CO, aus 
Damit sinkt die Alkalireserve in der Zelle. Ferner verliert die Zelle mit 
zunehmender Saurebildung Kalium, das Verhaltnis K’ ; H’ wird — zuma! 
bei dem steigenden Lonengehalt in der Zelle zuungunsten des Kaliums 
verschoben. Nach Aufhéren der Saurebildung erfolgt dann ein Austausch 
der in der Zelle angehauften H’-I[onen gegen K-lonen in der AuBen 
fliissigkeit, womit der physiologische Lonenbestand wiederhergestellt 
wird. Das ist aber unméglich, wenn auBen kein permeationsfahiges 
Kation vorliegt. Da auch hier das Kalium nur als permeationsfahiges 
Kation wirksam ist und keine spezifischen Funktionen hat, zeigt der 
stets reproduzierbare Befund der praktisch vollkommenen Ersetzbarkeit 
des Kaliums durch andere Kationen mit entsprechendem Radius. 

Unsere Versuche zeigen also, dali das Kalium auf das engste mit 
dem Kohlenhydratstoffwechsel der Zelle verbunden ist und dal diese 
Verkniipfung eine wesentliche Bedeutung in der biologischen Funktion 
des Kaliums iiberhaupt besitzt. In unseren Versuchen an parenchyma- 
tésen Organen scheint die bisher fiir so wesentlich gehaltene quellungs 
begiinstigende Wirkung des Kaliums weit weniger bedeutsam zu sein als 
an kontraktilen (Muskel-) Organen. Da nach unseren Befunden das 
Kalium fiir den Abtransport von Sauren aus dem Gewebe gebraucht 
wird und Sauren eine entquellende Wirkung auf Kolloide besitzen 


me 

















424 N. Brock, H. Diuckrey u. H. Herken: 


halten wir es sogar fiir méglich, daB manche Wirkung des Kalium 
mangels auch an Muskelorganen wenigstens zum Teil darauf beruht, da{: 
der Abtransport der Saure erschwert ist, also die Wirkung des Kalium. 
mangels letzten Endes eine Saurewirkung ist. Auf jeden Fall scheint uns 
das ,,Kaliumproblem** noch mancher Bearbeitung zu bediirfen. 

Das ,,ruhende** Gewebe benétigte in unseren Versuchen kein 
Kalium. Das Leben an sich ist also nicht an das Vorhandensein von 
Kalium gebunden. Es wurde dagegen vom Gewebe gebraucht, wenn 
nach einem physiologischen (Erregung) oder unphysiologischen Reiz 
(,.Schadigung’) ,,fixe Sauren‘’ entstanden. ,,Fixe Sduren werden 
ferner bei Zellteilungs-, Wachstums- und Entwicklungsvorgangen gebildet 
Das ist durch Stoffwechselversuche an Seeigeleiern (28), an Gewebs- 
schnitten von embryonalen Geweben (29), von Organen nach Behand- 
lung des Tieres mit Wachstumshormon (30), von Keimdriisengewebe 
nach Behandlung des Tieres mit gonadotropen Hormonen (31) und an 
anderen Beispielen nachgewiesen. DaB fiir Zellteilungs-, Wachstums- 
und Entwicklungsvorgainge tatsaichlich auch Kalium notwendig ist. 
ist gut bekannt (32) und geht erneut und besonders klar aus der schon 
erwahnten Arbeit von Pirson (6) hervor. In ihr ist der Nachweis gefiibrt, 
da bei Chlorella keine Zellteilung stattfindet, wenn Kalium fehlt. Auch 
in diesen Versuchen konnte Kalium weitgehend durch Rubidium ersetzt 
werden. Die Verhaltnisse treffen also nicht nur fiir eine Tierart oder fiir 
einen Zelltyp zu, sondern haben anscheinend allgemeinere Bedeutung. 


Zusammenfassung. 


In Untersuchungen am Gasstoffwechsel von Gewebsschnitten be- 
sonders der Speicheldriise, ferner der Leber und anderer Organe, lie/ 
sich folgendes zeigen: Kalium wird fiir den ,,Ruhestoffwechsel*’ der 
Gewebe weder gebraucht noch findet ein Verlust von Kalium aus den 
Geweben unter diesen Umstanden statt. Bei der Erregung und nach 
schadigenden Eingriffen verliert das Gewebe dagegen offenbar Kalium 
und zwar unabhangig davon, wodurch die Erregung ausgelést oder die 
Schadigung bewirkt wurde. Das Auswandern von Kalium bei der 
..Erregung’ und nach ,,Schadigung* wird darauf bezogen, daB bei beiden 
Vorgangen im Zellstoffwechsel ,,fixe Saiuren‘‘ auftreten, im ,,Ruhestoff- 
wechsel‘' dagegen nicht. Fiir das Bestehen enger Beziehungen zwischen 
dieser Saurebildung (Glykogenolyse) und der Kaliumwanderung werden 
zahlreiche experimentelle Belege beigebracht. 

Der ,,Erregungsstoffwechsel" ist nicht als einfache Stoffwechsel- 
steigerung aufzufassen, sondern vom Ruhestoffwechsel auch qualitatir 
verschieden. 

Die beim Erregungsvorgang stattfindenden Kaliumverschiebungen 
sind, ebenso wie die Saurebildung, die Folge der Erregung und nicht ihre 
Ursache, sie sind auch nicht fiir die Acetylcholinwirkung spezifisch, viel- 
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mehr fanden wir bei der Adrenalinwirkung und nach unphysiologischen 
Xeizen ein durchaus gleichartiges Verhalten. 

Fir die ,,Erholung’ ist das Vorhandensein von Kalium in der 
AuBenfliissigkeit notwendig. Es ist wahrscheinlich gemacht, da das 
Kalium beim Erholungsvorgang wieder ins Gewebe einwandert. Auch 
diese Wanderung des Kaliums ist mit dem Kohlenhydratstoffwechsel 
eng verbunden. 

Rubidium und Caesium, deren Ionenradien dem Lonenradius des 
Kaliums ahnlich sind, k6nnen das Kalium ersetzen, und zwar in dem 
Mabe, das ihrem Ionenradius entspricht. Damit ist wahrscheinlich, dab 
das Kalium als Ion wandert und auch als Ion wirksam ist. 

Unsere Ergebnisse sind vorwiegend an Gewebsschnitten der Speichel- 
driise und Leber gewonnen, gelten zunachst also fiir diese. Eine weit- 
gehende Ubereinstimmung mit gleichsinnigen eigenen und fremden 
Beobachtungen macht es jedoch wahrscheinlich, da den Ergebnissen 
allgemeinere Bedeutung zukommt. 
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‘ber die chemische Natur des Schlangengiftes. 
Kin Vergleich mit Saponin. 
Von 
Theodor Wense. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Universitat zu Innsbruck.) 
(Eingegangen am 3. August 1939.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber Schlangengifte schrieb Faust!, daB es sich um Protoplasma- 
gifte handle, deren Wirkung derjenigen der Sapotoxine auffallend ahn- 
lich sei; die pharmakologische Auffassung von der Natur dieser Gifte 
wiirde auch wesentlich durch die chemisch erhobenen Befunde gestiitzt. 





die als wirksamen Bestandteil bestimmte tierische Sapotoxine erkennen 
lieBen. Faust fiihrt eine Anzahl von Eigenschaften und Wirkungen an, 
die den Giften und den Sapotoxinen gemeinsam sind, und nennt eine 
Xeihe von Veréffentlichungen, durch die diese Ansicht von der Saponin- 
natur der Schlangengifte gestiitzt wird. (Es sei erwahnt, daB die Be- 
zeichnung ,,Sapotoxin® fiir einzelne Saponine heute nicht mehr ge- 
brauchlich ist.) Die Meinung Fausts blieb aber nicht unwidersprochen : 
so haben Versuche von Bayer und Ebel? in unserem Institute ergeben, 
da der bekanntlich gegen Schlangengift besonders widerstandsfahige 
Igel keineswegs auch gegen Saponine resistent ist, so da die Genannten 
der Hypothese ven der Saponinnatur dieser Gifte nicht beipflichten 
konnten. Auch der Vergleich folgender Befunde wendet sich gegen die 
Faustsche Ansicht: Nechkoritch® hat festgestellt, daB Kobragift nach 
intraportaler Injektion in der Leber zuriickgehalten wird, wahrend 
Bayer und Gaishick* seinerzeit gefunden hatten, daB Saponine nicht 
in diesem Organ abgefangen werden. Gefner >, der erneut zusammen- 
fassend tiber Schlangengifte berichtet, glaubt, daB die jiingsten che- 
mischen Forschungen wieder zu der alteren Auffassung von der eiweil3- 
artigen Natur dieser Gifte zuriickfiihren und beruft sich auf eine ganze 
Anzahl von Autoren (Micheel und Kraft, Tetsch und Wolff, Béssei 
und Micheel u.a.m.), die die Angaben von Faust nicht bestatigen 





' KB. St. Faust, Heffters Handb. d. exper. Pharmakol. I[/2. Berlin, 


Jul. Springer, 1924. 2 G. Bayer u. H. Elbel, Zeitschr. f. Immunitits- 
forsch. 78, 82, 1933. — *% M. Nechkovitch, C. r. Soe. Biol. 115, 889, 1934. 


* G. Bayer u. F. Gaisbéck, Wien. med. Wochenschr. 1924, Nr. 39. 
° O. Gefner, Hetfters Handb. d. exper. Pharmakol., Erganzungswerk 5. 
Berlin, Jul. Springer, 1937. 
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konnten und deren Arbeiten nicht fiir einen Saponingehalt der Schlangen- 
gifte sprechen. Gener ist der Ansicht, dab noch kein klares Bild vom 
chemischen Aufbau dieser Giftstoffe bestehe und es noch immer unent- 
schieden sei, ob es sich um N-freie (eiweibfreie) Saponine oder um 
eiweiBhaltige Komplexgifte handelt. Fiir die letztere Auffassung spre- 
chen in jiingster Zeit auch die Ergebnisse von Slotta und Fraenkel- 
Conrat!. Jedenfalls sind weitere Beitrage zur Klarung dieser Frage 
notwendig. 

Aus dem Backmannschen Institut ist nun eine Arbeit von Weur- 
ling? veréffentlicht worden, der die Wirkung von Adrenalin und von 
Pilocarpin auf das tiberlebende Froschherz vor und nach der Behandlung 
des Herzens mit Kobragift untersucht. Er teilt mit, daB das Gift von 
Naja tripudians (der indischen Brillenschlange) und von Naja nigri- 
collis (der afrikanischen Speischlange) in Verdiinnung von 1: 5000 
bis 1: 100000 (und schwacher) eine Hemmung der Adrenalinwirkung 
hervorruft, wahrend die Pilocarpinwirkung durch Giftmengen von 
1: 100000 (und starker) gehemmt, durch schwachere verstarkt wiirde : 
das Gift selbst bewirke in Lésungen von 1: 100000 (und starker) eine 
erhebliche Frequenz- und Héhensteigerung, der bald Herzstillstand folge. 
Wir gingen nun daran, zu untersuchen, ob etwa eine solche Beeinflussung 
des Herzens und vor allem eine derartige kennzeichnende Veranderung 
der Adrenalin- und der Pilocarpinwirkung auch durch Saponine zu 
erzielen ist, um daraus Schliisse auf die chemische Natur der Schlangen- 
gifte zu ziehen. 

Uber die Wirkung der Saponine auf das isolierte Froschherz findet 
sich bei Kofler*, dem ebenfalls die Zugehérigkeit der NSchlangengifte zu 
den Saponinen zweifelhaft erscheint, eine umfassende Zusammenstellung ; 
er nennt auch Handovsky und v. Trossel4, die mitgeteilt haben, dab 
durch Saponin die Blutdruckempfindlichkeit gegen Adrenalin bei den 
meisten Tieren erhéht wird. Wenngleich zwischen der Wirkung des 
Adrenalins auf den Blutdruck und seiner Herzbeeinflussung durch- 
aus keine vollstandige Ubereinstimmung zu herrschen braucht, so 
macht es doch schon diese Mitteilung unwahrscheinlich, da Saponin 
die férdernde Adrenalinwirkung auf das Herz herabsetzt, wie dies vom 
Schlangengift angegeben wird. 

Den Versuchen von Meurling folgend, brachten wir Adrenalin in 
das iiberlebende, nichtatropinisierte Esculentenherz; dann wurde das 
Herz so lange mit Ringerlésung ausgewaschen, bis die Hubhéhe an- 


1K. H. Slottau. H. L. Fraenkel-Conrat, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 
264, 1938. — ? St. Meurling, C. r. Soe. Biol. 120, 1119, 1935. 3 LL. Kofler, 
Die Saponine. Wien, Jul. Springer, 1927. 1H. Handovsky u. J. v. Trossel, 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 117, 347, 1926. 

















428 Th. Wense: 


nihernd wieder zur AusgangsgréBe zuriickgekehrt war, und Saponin- 
losung eingefiillt, die ungefaihr 2 bis 3 Minuten im Herzen verblieb. Nach 
Absaugung des Saponins wurde neuerlich die gleiche Menge Adrenalin 
zugesetzt. Wir verwendeten Saponinum album purum ,,Merck™ und 
Saponinum Sapindus depuratum ,,Merck’’, wobei uns bewuBt ist, dal 
andere Glykoside méglicherweise auch etwas andere Wirkungen auf das 
Herz auszuiiben vermégen. Es ergab sich bei dieser Versuchsanordnung, 
da die Saponine (und zwar erwies sich das Sapindussaponin als wirk- 
samer) in Verdiinnungen von | : 10000 bis 1: 1 Million die HubhGhe des 
Herzens verkleinern, wobei verschiedene Herzen oft recht in verschieden- 





Abb. 1. Uberlebendes Froschherz:; Zeitschreibung: 6 Sek. Von links nach rechts: Adrenalin 
(Suprarenin ,,Bayer‘‘) 1:1 Million; Kreuzotterngift 1:5000; und wieder Adrenalin 
1:1 Million. 


artiger Starke auf die gleiche Saponinmenge ansprechen, und dab, wie 
zu erwarten war, die Adrenalinwirkung durch die Saponinvorbehandlung 
verstarkt wird. Wir verzichten auf eine Wiedergabe dieser Kurven, 
die etwa wie unsere Abbildung, aber (sinngemaB) von rechts nach links 
gelesen, aussehen. Eine Beeinflussung der Pilocarpinwirkung durch 
das Saponin war nicht zu beobachten. 

Die Tatsache, daB Saponin den AdrenalineinfluB verstarkt und 
keine Anderung der Pilocarpinwirkung hervorruft, ergab somit schon 
einen Unterschied zu Meurlings Ergebnissen mit Najagift. Wir haben 
aber auch weiterhin mit dem Gift von Vipera berus (der europaischen 
Kreuzotter) diese Versuche wiederholt; das Gift hatten wir nach An- 
gaben Fausts im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsaéure getrocknet und 
im Kiihlschrank lingere Zeit aufbewahrt!. Es zeigte sich, daB das 
Viperngift gleichartig, aber bedeutend schwacher auf das Froschherz 
wirksam war, als es Meurling vom Kobragift mitteilt. Vielleicht ist 
diese geringere Starke unseres Giftes auf die langere Aufbewahrung 


1 Fiir das Kreuzotterngift sind wir Herrn Reichsbahnoberrevidenten 
Dr. phil. et med. Biasioli-Innsbruck, zu groBem Dank verpflichtet. 
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zuruckzufiihren, vielleicht entspricht dies aber auch dem Typus des 
Viperngiftes, den Flury! grundsatzlich vom Typus des Kobragiftes unter- 
scheidet. Auch vom Kreuzotterngift sahen wir, entsprechend der An- 
vaben tiber das Najagift, eine Abschwachung der Adrenalinwirkung ; 
die Pilocarpinwirkung wurde in unseren Versuchen etwas verstarkt. 
Demnach zeigte das Schlangengift einen véllig entgegengesetzten Einflub 


g 
auf das Froschherz, als die beiden verwendeten Saponine. (Vergleiche 
die Abbildung1.) Dieses unterschiedliche Verhalten von Schlangengift 
und Saponin macht es somit unwahrscheinlich, dab Saponine einen 


wesentlichen Bestandteil der Schlangengifte bilden. 


Zusammenfassung. 

Wahrend Saponin die Adrenalinwirkung auf das _ iiberlebende 
Froschherz verstaérkt und die Pilocarpinwirkung nicht beeinfluBt, ver- 
mindert Schlangengift diese Adrenalinwirkung und verstarkt etwas die 
von Pilocarpin. Dies spricht gegen die Annahme einer Saponinnatur 
der Schlangengifte. 


1 F. Flury, Bethes Handb. d. norm. u. path. Physiol. 13. Reelin, 
Jul. Springer, 1929. 
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